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Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) représentent un groupe d’hémopathies malignes 
agressives, de pronostic sombre en dépit des traitements intensifs actuellement proposés. 
Malgré une grande hétérogénéité clinique et moléculaire, les cellules de LAM sont 
caractérisées par l’activation de voies de signalisation essentielles à leur prolifération et leur 
survie, comme par exemple celle du complexe mTORC1 (mammalian target of rapamycin 
complex 1). Cependant, l’utilisation clinique d’inhibiteurs tels que la rapamycine ou des 
inhibiteurs catalytiques s’est avérée décevante, ce qui suggère qu’il n’y a pas d’addiction 
oncogénique à mTORC1 dans les LAM. Au cours de ce travail, nous avons démontré que 
l’activation de mTORC1 est au contraire une condition nécessaire à l’induction de la mort 
cellulaire en réponse à l’activation d’AMPK (AMP-activated protein kinase), établissant une 
relation de létalité synthétique entre ces deux voies. 
 
Pour cela, nous avons utilisé un nouveau composé activateur spécifique d’AMPK, le GSK621. 
En invalidant la sous-unité catalytique AMPKα1 par ARN interférence ou par le système 
CRISPR/Cas9, nous avons démontré que les effets antileucémiques de ce composé sont bien 
dépendants de l’activation d’AMPK. Nous avons observé que ce composé favorise 
l’autophagie, et que ce processus est impliqué dans la mort des cellules leucémiques puisque 
l’inhibition des protéines ATG5 ou ATG7 a un effet protecteur sur les cellules leucémiques. 
Les effets antileucémiques du composé GSK621 ont été confirmés sur des cellules primaires, 
ainsi que sur un panel de vingt lignées de LAM, et dans un modèle murin de xénogreffe. De 
façon intéressante, l’activation d’AMPK pourrait également compromettre la survie des 
cellules souches leucémiques, comme en atteste l’atténuation du potentiel clonogénique en 
méthylcellulose de cellules murines transformées par MLL-ENL ou FLT3-ITD.  
 
Nous avons observé que le composé GSK 621 n’avait pas de toxicité envers les progéniteurs 
hématopoïétiques normaux, ouvrant ainsi une fenêtre thérapeutique intéressante. Comme 
l’activation d’AMPK conduit dans de nombreux modèles cellulaires à l’inhibition de 
mTORC1, et comme l’activation de mTORC1 est observée dans les cellules de LAM mais 
pas dans les progéniteurs hématopoïétiques normaux, nous avons proposé l’hypothèse que le 
niveau d’activation de mTORC1 déterminait les effets de l’activateur d’AMPK. Pour cela, 
nous avons inhibé mTORC1 dans les cellules leucémiques d’une part, et activé mTORC1 
dans les progéniteurs normaux d’autre part. De façon inattendue, mTORC1 échappe au 
contrôle d’AMPK dans les LAM, et nous avons observé que l’activation de mTORC1 est une 
condition nécessaire et suffisante pour que le composé GSK621 entraîne la mort des cellules. 
Le substrat moléculaire de cette létalité synthétique est le facteur de transcription 
proapoptotique ATF4, dont la transcription est favorisée par mTORC1, et la traduction par 
AMPK via la phosphorylation d’eIF2A. 
 
Ces travaux proposent donc que malgré l’absence d’addiction oncogénique, l’activation de 
mTORC1 dans les LAM représente une opportunité thérapeutique originale via une relation 
de létalité synthétique avec l’activation d’AMPK. Ils constituent un rationnel au 
développement clinique d’activateurs d’AMPK dans les LAM, voire dans d’autres cancers 




Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous disease with poor prognosis despite 
intensive treatments. Virtually all recurrent molecular alterations in AML functionally 
converge to cause signal transduction pathway dysregulation that drives cellular proliferation 
and survival. The mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1) is a rapamycin-
sensitive signaling node defined by the interaction between mTOR and raptor. Constitutive 
mTORC1 activity is nearly universal in AML. However, pharmacologic inhibition with 
rapamycin or second-generation mTOR kinase inhibitors has shown limited anti-leukemic 
activity in both preclinical models as well as in clinical trials, suggesting that addiction to this 
oncogene is not a recurrent event in AML. Here we report that sustained mTORC1 activity is 
nonetheless essential for the cytotoxicity induced by pharmacologic activation of AMP-
activated protein kinase (AMPK) in AML.  
Our studies employed a novel AMPK activator called GSK621. Using CRISPR/Cas9 and 
shRNA-mediated silencing of the AMPKa1 catalytic subunit, we showed that AMPK activity 
was necessary for the anti-leukemic response induced by this agent. GSK621-induced AMPK 
activation precipitated autophagy, and blocking autophagy via shRNA-mediated knockdown 
of ATG5 or ATG7 protected AML cells from cytotoxicity resulting from treatment with 
GSK621, suggesting that autophagy promotes cell death in the context of active AMPK. 
GSK621 cytotoxicity was consistently observed across twenty different AML cell lines, 
primary AML patient samples and AML xenografts in vivo. GSK621-induced AMPK 
activation also impaired the self-renewal capacity of MLL-ENL- and FLT3-ITD-induced 
murine leukemias as measured by serial methylcellulose replating assays.   
Strikingly, GSK621 did not induce cytotoxicity in normal CD34+ hematopoietic progenitor 
cells. We hypothesized that the differential sensitivity to GSK621 could be due to the 
difference in amplitude of mTORC1 activation between AML and normal CD34+ cells. In 
contrast to most reported cellular models in which AMPK inhibits mTORC1, sustained 
mTORC1 activity was seen following GSK621-induced AMPK activation in AML. Inhibition 
of mTORC1 either pharmacologically (using rapamycin) or genetically (using shRNAs 
targeting raptor and mTOR) abrogated AMPK-induced cytotoxicity in AML cells, including 
primary AML patient samples. The same synthetic lethality could be recapitulated in normal 
CD34+ progenitors by constitutive activation of mTORC1 using a lentivirally-transduced 
myrAKT construct. We further observed that the level of ATF4 protein is under a 
transcriptionnal control by mTORC1 and a translational control by AMPK (through eIF2A), 
and explains the synthetic lethal relationship between AMPK and mTORC1 
Taken together, these data show that the magnitude of mTORC1 activity determines the 
degree of cytotoxicity triggered by AMPK activation. Our results therefore support AMPK 
activation as a promising therapeutic strategy in AML and other mTORC1-active 
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  ABBREVIATIONS	  
 
ABL  Abelson tyrosine kinase 
ACC  acétyl CoA carboxylase 
ADN  acide déoxyribonucléique 
ADP  adénosine diphosphate 
AICAR  aminoimidazole carboxamide ribonucleotide 
ARN  acide ribonucléique 
ARNm ARN messager 
ARNt   ARN de transfert 
Akt  V-Akt murine thymoma viral oncogene homolog 
AMBRA1 activating molecule in beclin 1 related autophagy 1 
AMP  adénosine monophosphate 
AMPK AMP activated protein kinase 
ARK  AMPK related kinases 
ASXL1 additional sex combs-like protein 1 
ATF4  activating transcription factor 4 
ATF6  activating transcription factor 6 
ATG  autophagy related 
ATP  adénosine triphosphate 
ATR  ataxia telangiectasia and Rad3-related  
 
BCL2  B cell lymphoma 2 
BCR  breakpoint cluster region 
BRCA1/2 breast cancer 1/2 
BRSK brain specific kinase  
 
CAD carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamoylase, 
dihydroorotase 
CaMKKβ  calcium/calmodulin dependent protein kinase kinase β 
CAR  récepteurs antigéniques chimériques  
CAS 9  CRISPR associated protein 9 
CBF  core binding factor 
CBM  carbohydrate binding module 
CBS  cystathionin- β-synthase  
CD  cluster of differentiation 
C/EBPα CAAT/enhancer bonding protein α 
C/EBP δ CAAT/enhancer bonding protein δ 
CHOP  C/EBP homologous protein  
ChREBP carbohydrate responsive element binding protein 
c-MYC v-Myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog 
CreP  constitutive repressor of eIF2A phosphorylation  
CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
CRTC2 CREB-regulated transcription coactivator-2 
CSL  cellule souche leucémique 
 
DAPK  death associated protein kinase 
DAP1  death associated protein 1 
2DG  2 déoxyglucose 
DEPDC5 DEP domain-containing 5 
Deptor  DEP domain containing mTOR interacting protein 
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DNAPK DNA-dependent protein kinase 
DNMT3A DNA (cytosine-5)-methyl transférase 3 α 
 
4EBP1  eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 
eEF  eukaryotic elongation factor  
eIF  eukarytic initiation factor 
eIF2AK  eIF2A kinase 
ERAD  endoplasmic reticulum associated degradation 
ERO1α endoplasmic reticulum oxydase 1α  
ERK  extracellular signal regulated kinase 
EVI 1  ecotropic viral integration site 1 
EZH2  enhancer of zeste homolog 2 
 
F  phénylalanine 
FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1 
FIP200 focal adhesion kinase family interacting protein of 200kDa  
FKBP12 12kDa FK506-binding protein  
FLT3  Fms-like tyrosine kinase 3 
FLT3-ITD FLT3 – internal tandem duplication 
FOXO 3A forkhead box O3 A 
FRB  FKBP rapamycin binding 
 
GADD34 growth arrest and DNA damage-inducible protein 34 
GAP  GTPase Activating protein  
GATOR 1  GTPase activity toward rag  
GCN2  general control non derepressible 2 
GEF  guanosine nucleotid exchange factor 
G6PD  glucose 6 phosphate deshydrogénase 
GSK3β  glycogen synthase kinase 3 β 
GDP   guanosine diphosphate 
GLUT1 glucose transporter 1 
GRP78 78 kDa glucose regulated protein  
GRP 94 94 kDa glucose regulated protein 
GTP   guanosine triphosphate 
 
H  histidine 
HDAC  histone déacétylase 
HEK   human embryonic kidney 
HIF1α  hypoxia inducible factor 1α  
HLA  human leucocyte antigen 
HMGR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coA reductase 
HRAS  Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog  
HRI  heme-regulated eIF2A kinase  
HSF1  heat-shock factor 1 
 
I  isoleucine 
IDH  isocitrate déhydrogénase 
IGF1  insulin growth factor 1 
IGF1R  insulin growth factor 1 receptor 
IkB  inhibitor of NfkB 
IKK  IkB kinase 
IRE1  inositol requiring enzyme 1 
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IRS1  insulin receptor substrate 1 
ISR  integrated stress response (voie de réponse intégrée au stress) 
 
JNK  c-JUN N-terminal kinase 
 
K  lysine 
KEAP1 Kelch like-ECH-associated protein 1 
KIT  v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog  
KRAS  kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
 
L  leucine 
LAM  leucémies aiguës myéloïdes 
LAMTOR  late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and mTOR activator 
LC3  microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 
LDHA  lactate deshydrogénase A 
LKB1  liver kinase B1 
LMC  leucémie myéloïde chronique 
 
M  methionine 
MARK microtubule associated protein regulating kinase 
MEF  mouse embryonnic fibroblast 
MELK  maternal embryonic leucine zipper kinase  
MLL  mixed lineage leukemia 
MLL-PTD MLL-partial tandem duplication 
mLST8 mammalian lethal with sec-13 protein 8 
MO25  mouse proteine 25 
mSin1  mammalian stress activated map kinase-interacting protein 1 
mTORC1 mammalian target of rapamycin complex 1 
mTORC2 mammalian target of rapamycin complex 2 
myr-Akt  myristoylated Akt 
 
N  alanine 
NAD  nicotinamide adénine dinucléotide  
NADPH nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
NBR1  neighbour of BRCA1 gene 1 
NFkB   nuclear factor-kappa B  
NGS  next generation sequencing (séquençage de nouvelle génération) 
NPM1  nucleophosmin 1 
NPRL2 nitrogen permease regulator-like 2 
NPRL3 nitrogen permease regulator-like 3 
NRAS  neuroblastoma RAS viral oncogene homolog  
NRF2  nuclear factor erythroid 2 [NF-E2]-related factor 2 
NUP98 nucleoporin 98 kDa 
 
OCT  organic transporter cation 
OMS  organisation mondiale de la santé 
ORF  open reading frame (cadre ouvert de lecture) 
 
PAK2  p21 activated protein kinase 
PARP   poly-ADP ribose polymérase 
PEP  phosphoenolpyruvate  
PERK  PKR-like endoplasmic reticulum kinase ou pancreatic eIF2A kinase 
 11 
PGC1α PPAR- γ coactivator 1α  
PHF6  PHD finger protein 6 
PI3K  phosphatidylinositol-3-kinase 
PIM 2  proviral integration in murine lymphomas 2 
PKR  protein kinase R  
PLK1  polo-like kinase 1 
PPAR-γ peroxisome proliferator-activated receptor  
PRAS 40 proline-rich Akt substrate 40 kDa 
PROTOR protein observed with rictor  
PP1R12C  protein phosphatase 1 regulatory subunit 12C  
PTEN  phosphatase and tensin homolog 
 
Q  glutamine 
 
R   arginine 
RAPTOR regulatory associated prote in of mammalian target of rapamycin 
REDD1 regulated in development and DNA damage 1 
RIDD  regulated IRE1-dependent decay 
RHEB  ras homology enriched in brain 
RICTOR rapamycin insensitive companion of mTOR  
ROS  reactive oxygen species (espèces réactives de l’oxygène) 
RSK1  ribosomal S6 Kinase 1 
RUNX1 runt-related rranscription ractor  
 
S  sérine 
SBDS  Schwachman Bodian Diamond syndrome 
SGK1  serum and glucocorticoid induced protein kinase 1 
SIK  salt inducible kinase 
siRNA  small interfering RNA 
SMP  syndrome myéloprolifératif 
SREBP 1c  sterol responsive element binding protein 1c 
STRAD STE20-related adaptor  
 
T  thréonine 
TAK1   TGF β activated kinase  
TEL2  telomere maintenance 2 
TET 2  Tet methylcytosine déoxygénase 2 
5’ TOP	  	   5’ terminal oligopyrimidin	  
TOR  target of rapamycin 
TRAIL tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand	  	  
TRB3  tribbles homolog 3 
TRIM24 tripartite motif-containing 24 
TSC1  tuberous sclerosis 1 (hamartin) 
TSC2  tuberous sclerosis 2 (tuberin) 
TTI1  TELO2 interacting protein 1 
 
ULK1  unc-51-like kinase  
UPR  unfolded protein response 
UV  ultraviolets 
UVRAG ultraviolet irradiation resistance associated gene  
 
V  valine 
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v-ATPase vacuolar H+-adenoside triphosphatase ATPase 
VEGF	  	   vascular endothelial growth factor	  
 
WIPI  WD repeat domain phosphoinositide interacting 
WT1  Wilms tumor 1 
 
XBP-1  X-box binding protein 1 
 




Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) représentent un groupe hétérogène de cancers 
développés à partir des cellules souches hématopoïétiques ou de progéniteurs myéloïdes 
précoces. Des progrès notables ont été effectués dans la compréhension de cette pathologie, 
conduisant à des avancées conceptuelles générales en oncologie, comme le concept de cellule 
souche cancéreuse, celui d’architecture clonale des cancers, ou celui de maladie résiduelle. 
Cependant, ces avancées fondamentales n’ont pas permis de réels progrès thérapeutiques 
depuis l’invention de la chimiothérapie, à l’exception notable de la découverte des agents 
différenciant (acide tout trans rétinoïque, arsenic) dans la leucémie aiguë promyélocytaire.  
 
L’hématologie a également fourni avec l’imatinib dans la leucémie myéloïde chronique 
l’exemple le plus réjouissant du potentiel thérapeutique des traitements ciblés. Mon 
laboratoire d’accueil travaille depuis une dizaine d’années à l’identification de voies de 
signalisation activées dans les LAM, qui pourraient constituer de nouvelles cibles 
thérapeutiques. Ces travaux ont permis notamment de démontrer l’activation constitutive des 
voies de signalisation phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) et mammalian target of rapamycin 
complex 1 (mTORC1) dans les blastes de LAM, et d’apporter les arguments précliniques pour 
le développement d’inhibiteurs de ces deux voies. En particulier, Alexa Green a montré au 
cours de son travail de thèse dans cette équipe le potentiel thérapeutique de la metformine, un 
antidiabétique oral de la classe des biguanides largement prescrit aux patients diabétiques de 
type II, via l’activation indirecte de l’AMPK, complexe hétéro-trimérique dont le rôle 
essentiel dans la régulation du métabolisme cellulaire sera détaillé plus loin. 
 
Mon travail de thèse a consisté à étudier un nouvel activateur direct de l’AMPK, le composé 
GSK621, dans les leucémies aiguës myéloïdes. Au-delà de la démonstration du potentiel anti-
leucémique de cet activateur direct d’AMPK, l’étude de son mécanisme d’action a révélé une 
relation de létalité synthétique entre l’activation d’AMPK et l’activation de mTORC1. En 
effet, l’activation de ces deux voies – constitutive pour mTORC1 et à l’aide d’un agent 
pharmacologique dans le cas de l’AMPK – permet de conduire les cellules leucémiques vers 
une mort cellulaire impliquant des phénomènes d’autophagie et d’apoptose. Ce phénomène de 
létalité synthétique explique la spécificité des effets pro-apoptotiques du composé GSK621 
sur les cellules leucémiques par rapport aux cellules souches hématopoïétiques normales. Ces 
résultats sont à l’opposé du modèle couramment admis d’addiction oncogénique à la voie de 
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signalisation mTORC1 dans les cancers, ce qui permet de comprendre en partie l’efficacité 
limitée des thérapies ciblant ce complexe (rapamycine et dérivés) en particulier chez les 
patients atteints de LAM. De plus, ces données suggèrent une nouvelle opportunité 
thérapeutique pour les agonistes de l’AMPK dans les cas de cancers ayant un niveau 
d’activation constitutive de mTORC1 élevé. 
 
Après avoir rappelé l’état des connaissances épidémiologiques, cliniques et 
physiopathologiques sur les LAM et exposé le cadre conceptuel actuel des thérapeutiques 
ciblées, je présenterai les principales voies de signalisation impliquées dans la réponse au 
composé GSK621 (mTORC1, AMPK et la voie de réponse intégrée au stress), ainsi que leurs 
relations d’interdépendance. Je développerai également les connaissances actuelles sur le 
processus d’autophagie, qui est régulé par ces trois voies et qui conditionne la mort cellulaire 








LES	  LEUCEMIES	  AIGUËS	  MYELOIDES	  :	  DONNEES	  PHYSIOPATHOLOGIQUES	  
 
Aspects	  cliniques	  	  
Epidémiologie	  
 
Les leucémies aiguës myéloïdes sont actuellement définies par la présence de plus de 20% de 
cellules myéloïdes immatures bloquées dans leur différenciation (appelées blastes) dans la 
moelle osseuse ou dans le sang. Cette maladie se manifeste en général par des symptômes liés 
aux cytopénies (thrombopénie, anémie, neutropénie) en rapport avec un blocage de 
l’hématopoïèse normale. 
 
Il s’agit d’une maladie rare (3.9 cas pour 100 000 habitants chez les hommes, 3.35 cas pour 
100 000 habitants chez les femmes) avec une légère prédominance des cas chez les hommes 
(sexe ratio 1.1) (Troussard et al., 2009) (figure 1A), et qui touche essentiellement les sujets 
âgés (âge médian au diagnostic de 71 ans). L’incidence est relativement stable malgré le 
vieillissement de la population et un changement dans la définition de la maladie dans la 
classification OMS à partir de l’an 2000 (abaissement du taux de blastes de 30 à 20%).  
 
Le pronostic des patients atteints de LAM est sombre, puisqu’il a été estimé que la survie à 5 
ans était d’environ 17% dans une étude européenne portant sur la période 2000-2002 
(Maynadié et al., 2013), avec cependant de grandes disparités selon les âges. Ainsi, cette 
étude montrait que la survie à 5 ans des patients les plus jeunes (15-49 ans) atteignait 47%, 
alors qu’elle n’était que de 15% chez les 50-69 ans, et de 2.7% chez les plus de 70 ans (figure 
1B). 
 
De plus, alors que le pronostic des patients les plus jeunes s’est largement amélioré entre les 
années 80 et les années 2000, cette tendance est moins nette pour les patients de plus de 65 
ans, qui constituent la majorité des cas (Pulte et al., 2008) (figure 1C). Comparée aux autres 
hémopathies malignes, la LAM est l’une des maladies où les progrès ont été les plus discrets 




Figure 1. Epidémiologie des LAM 
A : incidence des LAM selon l’âge (données du registre de Basse Normandie). B : Disparités du 
pronostic selon l’âge au diagnostic. C : Evolution du pronostic par classe d’âge entre les périodes 
1980-1984 et 2000-2004.  
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Classifications	  et	  éléments	  du	  pronostic	  
 
La classification actuelle a été proposée par l’OMS en 2008. Elle repose : 
- sur les caractéristiques cliniques de la maladie : maladie survenant de novo, ou 
secondairement à un syndrome myélodysplasique ou à une exposition à la 
chimiothérapie,  
- sur la présence d’anomalies cytogénétiques récurrentes 
- et en l’absence de particularités cliniques ou cytogénétiques sur l’aspect cytologique 
des blastes.  
 
Trois entités sont également intégrées aux LAM dans cette classification : les sarcomes 
granulocytaires, les proliférations associées à la trisomie 21, et les proliférations à cellules 
dendritiques plasmacytoïdes blastiques (Vardiman et al., 2009). 
 
D’un point de vue pratique, l’évaluation du pronostic d’un patient atteint de LAM repose sur 
des critères liés au patient d’une part, et liés aux caractéristiques de sa maladie d’autre part : 
 
- caractéristiques liées au patient : 
 
Comme nous l’avons décrit plus haut, l’âge au diagnostic est un facteur pronostique majeur 
des leucémies aiguës myéloïdes. Cependant, plusieurs facteurs peuvent expliquer le rôle 
pronostique de l’âge, comme par exemple l’état général, et donc la capacité à supporter des 
traitements intensifs, ou les caractéristiques biologiques des LAM. Un autre facteur explicatif 
intéressant est l’attitude des médecins qui craignent probablement de prescrire une 
chimiothérapie intensive aux patients âgés. Cette attitude devrait s’amender, puisqu’il a été 
démontré dans une étude de registre suédoise que le recours aux traitements intensifs diminue 
la mortalité précoce chez les sujets âgés. Comme celle-ci reflète généralement la toxicité des 
traitements et non l’évolution de la maladie, ces données suggèrent que l’utilisation de 
thérapies intensives est actuellement une option sûre chez des sujets âgés sous réserve bien 
entendu d’une évaluation rigoureuse de leur état général (Juliusson et al., 2009). 
 
Plus que l’âge, c’est probablement l’état général du patient qui permet de prédire la tolérance 
des traitements intensifs. Cette dimension subjective et multifactorielle a pu être mesurée par 
des scores composites, comme l’ « hematopoietic cell transplantation comorbidity score », 
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dont il a été montré qu’il pouvait prédire la mortalité toxique des patients de plus de 60 ans 
atteints de LAM et traités par chimiothérapie intensive (Giles et al., 2007). 
 
- caractéristiques liées à la maladie 
 
En dehors de l’hyperleucocytose (> 50.109/l) ou la coagulation intravasculaire disséminée, 
connues depuis longtemps comme étant des facteurs de mauvais pronostic, d’autres 
caractéristiques biologiques des LAM doivent être précisées pour affiner le pronostic. 
 
Ainsi, l’étude cytogénétique a un impact majeur sur la réponse au traitement et la survie, et 
représente la première étape de détermination du pronostic. La classification du MRC 
(medical research council) retient trois grandes catégories pronostiques cytogénétiques 
définies à partir de l’étude standard du caryotype des cellules leucémiques :  
 
- les anomalies de pronostic favorable (environ 20% des cas) : t (15;17) de la 
leucémie aigue promyélocytaire, et anomalies impliquant le core binding factor 
(CBF) : t (8;21) et inv (16). 
 
- Les anomalies de pronostic défavorable (environ 30% des cas) : caryotypes 
complexes (définis par plus de trois anomalies pour certains groupes coopératifs 
(CALGB, SWOG) ou plus de quatre anomalies pour le MRC), monosomie du 
chromosome 5 ou 7, anomalies impliquant MLL en 11q23 [à l’exception de la 
t(9;11)], et anomalies impliquant EVI1 en 3q26. Il est probable que les caryotypes 
dits « monosomiques » (définis par la présence d’une monosomie sur un autosome 
associée à une autre anomalie) rejoindront cette catégorie dans les prochaines 
classifications (Breems et al., 2008). 
 
- Les anomalies de pronostic intermédiaire (environ 50% des cas) : caryotype 
normal , et anomalies ne faisant pas partie des deux premières catégories. 
 
Cette classification cytogénétique a pu être précisée grâce à la biologie moléculaire. En effet, 
un certain nombre de mutations récurrentes ont été identifiées dans les LAM, et des études 
souvent rétrospectives ont permis d’attribuer à certaines une valeur pronostique robuste. En 
pratique courante, les patients porteurs d’une LAM à caryotype normal sont donc classifiés de 
manière schématique selon la présence de trois anomalies moléculaires : duplication en 
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tandem de Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) (environ 30% des patients, anomalie de mauvais 
pronostic), mutation du gène codant la nucleophosmin (NPM1) (environ 30 % des patients à 
caryotype normal, anomalie de bon pronostic) et mutations homozygotes de CAAT/enhancer 
binding protein α (CEBPα) (environ 10 % des patients, anomalie de bon pronostic) (Schlenk 
et al., 2008; Shen et al., 2011). 
 
Au-delà des anomalies de ces trois gènes, de nombreux autres évènements moléculaires 
récurrents plus rares ont été mis en évidence grâce aux techniques de séquençage de nouvelle 
génération (NGS). Cependant, l’attribution d’une valeur pronostique à ces évènements rares 
nécessite des études prospectives sur de grands effectifs, et portants sur un maximum de 
facteurs pronostiques simultanément. Ainsi, dans une étude portant sur 398 patients traités de 
manière homogène dans le cadre d’un essai prospectif, Patel et collègues ont séquencé 
simultanément les gènes TET2, ASXL1, DNMT3A, CEBPA, PHF6, WT1, TP53, EZH2, 
RUNX1, PTEN, FLT3, NPM1, HRAS, KRAS, NRAS, KIT, IDH1, et IDH2 (Patel et al., 2012a). 
Au-delà de la démonstration du caractère défavorable des mutations d’ASXL1, PHF6, FLT3-
ITD et MLL-PTD, cette étude permet de préciser que les mutations de NPM1 sont 
effectivement de bon pronostic à condition qu’elles soient associées aux mutations d’IDH1 ou 
2 (figure 2). De même, une étude chinoise portant sur 1185 patients et 12 gènes (FLT3, NPM1, 
CEBPA, KIT, N-RAS, MLL, WT1, IDH1/2, TET2, DNMT3A et ASXL1) a permis d’exclure les 





Figure 2. Classification pronostique cytogénétique et moléculaire des LAM.  
Tiré de (Patel et al., 2012b) 
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Il est probable que de nouveaux niveaux d’analyse de la biologie des LAM permettront à 
l’avenir d’affiner plus encore ces classifications pronostiques. Ainsi, l’étude du méthylome 
permet de classer en 16 catégories distinctes les LAM, et semble avoir une relevance 
pronostique (Figueroa et al., 2010). Notons toutefois que la multiplication des sous-groupes 
pronostiques comporte également des limites, notamment lorsqu’il s’agit de réaliser des 




La prise en charge thérapeutique des patients atteints de LAM repose sur l’évaluation de leur 
capacité à supporter un traitement intensif par chimiothérapie, qui repose largement sur l’âge 
et la présence de comorbidités (Döhner et al., 2010). 
Chez les sujets jeunes, le traitement d’induction associe une anthracycline pendant 3 jours 
avec de l’aracytine en perfusion continue pendant 7 jours. Plusieurs tentatives d’amélioration 
de cette association ont été testées sans succès (Büchner et al., 2012), à l’exception de 
l’augmentation des doses d’anthracyclines qui a permis d’améliorer la survie globale 
(Fernandez et al., 2009; Löwenberg et al., 2009). L’objectif de cette séquence thérapeutique 
est l’obtention d’une rémission complète, définie par une numération normale ou subnormale 
(au moins 100 000 plaquettes et au moins 1000 polynucléaires neutrophiles par mm3), 
associée à la présence de moins de 5% de blastes sur le frottis médullaire. 
 
En cas de rémission complète, la prévention des rechutes repose sur des traitements de 
consolidation, soit par des chimiothérapies (en général trois cycles de fortes doses 
d’aracytine), soit par une allogreffe de cellules souches hématopoïétiques. Le choix parmi ces 
différentes options repose sur les caractéristiques pronostiques de la maladie (cytogénétiques 
et moléculaires (cf. supra) et sur la disponibilité d’un donneur HLA-compatible. 
 
Chez les sujets non éligibles à la chimiothérapie intensive, on propose généralement des 
traitements de faible intensité, dont l’objectif est de contrôler la maladie sans engendrer de 
toxicité excessive : aracytine sous-cutanée, hydroxyurée, clofarabine ou 5-azacytidine. 
 
Plusieurs thérapies innovantes ont été développées dans les LAM, sans réussir pour le 
moment à améliorer significativement la prise en charge : 
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- Thérapies ciblées dirigées contre des voies de signalisation comme par exemple de 
manière non exhaustive : inhibiteurs de farnésyltransférase (tipifarnib) 
(Harousseau et al., 2009), inhibiteurs de FLT3 (Kindler et al., 2010; Levis, 2013), 
inhibiteurs de mTORC1 (rapamycine) (Park et al., 2013) ou encore inhibiteurs de 
PLK1 (volasertib) (Döhner et al., 2014). Si la plupart de ces agents ont une 
certaine efficacité et une toxicité acceptable dans les LAM, leurs résultats sont 
souvent décevants à long terme puisqu’ils ne permettent pas d’éviter l’émergence 
de clones résistants responsables des rechutes. 
 
- Traitements ciblés contre une cible exprimée préférentiellement exprimée par les 
LAM, comme par exemple le gemtuzumab-ozogamicin, qui permet de délivrer une 
chimiothérapie (la calicheamicine) aux cellules exprimant l’antigène CD33 via un 
anticorps monoclonal anti CD33 couplé, et semble apporter un bénéfice de survie 
aux LAM de pronostic favorable ou intermédiaire (Castaigne et al., 2012; Hills et 
al., 2014). 
 
- Traitements stimulant la réponse immunitaire antitumorale, comme les anticorps 
bispécifiques dirigés contre le CD33 (Laszlo et al., 2014) ou les lymphocytes T 
modifiés pour exprimer des récepteurs antigéniques chimériques (CARs). Cette 
dernière approche a déjà démontré son efficacité dans les leucémies aiguës 
lymphoblastiques (Brentjens et al., 2013), et a été récemment adaptée aux LAM en 
ciblant l’antigène non peptidique Lewis Y (LeY) (Ritchie et al., 2013). 
 
Physiopathologie	  
Modèle	  à	  deux	  classes	  de	  mutations	  
 
En 2002, Kelly et Gilliland ont proposé un modèle explicatif de la physiopathologie des LAM 
qui s’est imposé pendant plusieurs années (Kelly and Gilliland, 2002). A partir de la 
corrélation entre le phénotype des syndromes myéloprolifératifs (SMP) (excès de prolifération 
sans anomalie de différenciation) et celui des LAM (excès de prolifération et blocage de 
différenciation) d’une part, et leurs profils mutationnels d’autre part, ils ont proposé que les 
LAM pouvaient être définies par deux anomalies fonctionnelles ayant chacune une 
explication génétique (figure 3A) :  
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- mutation de classe I conduisant à l’activation de voies de signalisation essentielles à la 
survie et à la prolifération (FLT3, N-RAS, c-KIT) 
- mutation de classe II conduisant au blocage de différenciation par l’inactivation de facteurs 
de transcription clé de l’hématopoïèse (CBF α, CBF β, C/EBPα). 
 
Ce modèle peut toutefois être remis en question, du fait de données expérimentales recueillies 
depuis grâce au séquençage génomique de cinquante LAM et exomique de cent cinquante 
LAM (Cancer Genome Atlas Research Network, 2013), qui démontraient (figure 3B):  
- l’absence d’anomalie génétique de classe I ou II dans un certain nombre de cas de 
LAM 
- l’identification de mutations récurrentes dans des gènes ne pouvant être rattachés 
fonctionnellement aux deux classes proposées en 2002 : mutations du spliceosome, 
des cohésines, de gènes suppresseurs de tumeurs (p53, WT1, PHF6), de gènes 
impliqués dans les modifications post-traductionnelles des histones (MLL, ASXL1, 
EZH2, NUP98) ou de gènes impliqués dans la méthylation de l’ADN (DNMT3A, 
TET2, IDH1/2). 
 
Il apparaît donc que la physiopathologie des LAM est plus complexe que ce que l’on pouvait 
imaginer il y a quelques années. De plus, d’autres éléments expérimentaux récemment acquis 
doivent être inclus dans un modèle physiopathologique des LAM.  
Cellules	  souches	  leucémiques	  
 
On considère actuellement qu’il existe une organisation hiérarchique des LAM en sous-
populations ayant des propriétés biologiques et phénotypiques différentes, avec en particulier 
l’existence de cellules souches leucémiques (CSL) (Lapidot et al., 1994).  
Ces cellules sont définies par : 
- leur capacité à s’auto-renouveler et à reproduire la LAM lorsqu’elles sont greffées 
à des souris immunodéficientes, 
- par le fait que l’on peut enrichir une population de cellules leucémiques en cellules 
souches leucémiques en les sélectionnant selon l’expression de certains marqueurs 
de différenciation (par exemple CD34+, CD38-, CD123+, etc.). 
 
L’existence de cellules souches leucémiques souvent quiescentes est l’un des modèles 
permettant d’expliquer les rechutes des patients atteints de LAM, du fait de la résistance de  
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Figure 3. Le modèle de leucémogénèse à deux classes de mutations et ses limites 
 
A. Dans le modèle proposé par Gilliland et Kelly, les mutations sont classées en deux classes 
selon qu’elles confèrent un avantage de survie ou de prolifération (classe I) ou qu’elles 
entrainent un blocage de la différenciation (classe II). Les caractéristiques cliniques des LAM 
résultent de l’addition de ces deux types de mutations. D’après (Kelly and Gilliland, 2002) 
B. Classification fonctionnelle des mutations détectées par l’analyse génomique de 200 





















ces rares cellules aux chimiothérapies. C’est pourquoi de nombreuses équipes cherchent à 
caractériser les propriétés de ces CSL, afin de développer des traitements capables de les 
éradiquer (Jin et al., 2006; Lagadinou et al., 2013). 
 
Plusieurs résultats expérimentaux conduisent cependant à émettre des réserves sur ce modèle 
(Meacham and Morrison, 2013).  
D’une part, le modèle des CSL repose sur la greffe à un animal immunodéprimé. Ainsi l’on 
peut craindre que les caractéristiques de ces cellules soient essentiellement liées aux 
conditions expérimentales, et que la prise de greffe ne représente en fait que partiellement les 
propriétés intrinsèques des cellules initiatrices de LAM. Ainsi, dans le cas du mélanome, la 
proportion de cellules souches cancéreuses dépend largement du degré d’immunodépression 
de la souris receveuse (entre 0,001 et 0,1 % dans la souris NOD/SCID, environ 25% dans la 
souris NOD/SCID IL2Rγnull)(Quintana et al., 2008). De plus, il est parfaitement envisageable 
à l’inverse qu’une cellule incapable de greffer chez la souris immunodéprimée puisse être à 
l’origine d’une rechute chez un patient donné. 
D’autre part, il apparaît que la définition phénotypique des CSL est imparfaite, et qu’il existe 
des cellules souches leucémiques dans tous les compartiments phénotypiques définis par les 
marqueurs CD34, CD38 ou CD45RA (Sarry et al., 2011; Taussig et al., 2008). Ainsi, si 
l’existence de cellules ayant des propriétés de CSL semble confirmée, leur identification de 
manière prospective reste encore délicate et n’est réalisée en pratique que par très peu 
d’équipes. Dans un travail très original, Gupta et al ont trié des cellules de cancer mammaire 
en trois sous-populations phénotypiques, et observé qu’après quelques jours de culture 
réapparaissait l’équilibre initial des trois sous-populations, quelque soit la sous population 
initialement triée (Gupta et al., 2011). Ce travail démontrait ainsi la plasticité phénotypique 
des cellules cancéreuses permettant d’assurer une relative stabilité de la population cellulaire 
globale.  
L’ensemble de ces données remet en question l’idée qu’il existe effectivement des CSL 
distinctes des autres cellules leucémiques, et conduit à proposer un modèle stochastique ou 






Au-delà de l’hétérogénéité phénotypique proposée par le modèle des CSL, les données de 
nouvelle génération (« NGS » pour next generation sequencing) ont révélé que les LAM ont 
une architecture clonale complexe, qui témoigne de la sélection de sous-clones ayant un profil 
génétique différent (Ding et al., 2012; Welch et al., 2012). De plus, il a été récemment montré 
que ces différences génétiques correspondent effectivement à des différences fonctionnelles 
(Klco et al., 2014), même si aucune relation génotype-phénotype claire n’a pu être établie à ce 
jour. 
Il est probable que l’architecture clonale telle qu’appréciée par les différences génétiques des 
clones ne soit qu’une simplification de la complexité des cancers. Il a en effet été récemment 
montré dans le cancer du colon qu’au sein de sous-clones semblants identiques au plan 
génétique, certaines populations cellulaires (identifiées par un site aléatoire d’insertion 
lentivirale) avaient un avantage sélectif d’origine non génétique (Kreso et al., 2013). 
 
Relations	  avec	  le	  microenvironnement	  
 
Si les différents résultats présentés ci-dessus portent sur les cellules leucémiques elles-mêmes, 
d’autres études ont montré le rôle majeur des cellules du microenvironnement médullaire dans 
la physiopathologie des LAM. 
Ainsi, il a été décrit chez la souris qu’une mutation activatrice de la β-caténine dans les 
ostéoblastes conduisait au développement de LAM ayant des anomalies cytogénétiques 
récurrentes rappelant celles observées chez l’humain, comme l’équivalent de la monosomie 7. 
L’induction de la LAM provenait de la stimulation de la voie NOTCH dans les cellules 
souches hématopoïétiques par les ostéoblastes (Kode et al., 2014). Ce travail rappelle 
l’observation de l’émergence de syndromes myélodysplasiques dans des souris ayant une 
invalidation de Dicer ou de Sbds (Schwachman Bodian Diamond Syndrome) dans les 
progéniteurs ostéoblastiques (Raaijmakers et al., 2010). Ces données soulignent donc 
l’importance de considérer les LAM dans une perspective écologique (Thomas et al., 2013), 
c’est à dire non seulement comme un dérèglement autonome de la cellule, mais comme une 
perturbation des interactions cellule / microenvironnement. 
 
Cellules	  souches	  préleucémiques	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Il est classique de considérer que la transformation tumorale nécessite l’acquisition successive 
de plusieurs anomalies génétiques comme cela avait été démontré dans le cancer du colon 
(Vogelstein et al., 1988). Le caractère multi-étape de la transformation leucémique a 
également été montré dans une étude prospective de patients ayant subi une autogreffe de 
cellules souches hématopoïétiques pour une hémopathie lymphoïde. L’analyse à intervalle 
régulier du profil d’expression génique des cellules CD34+ montrait des anomalies précoces 
chez les patients qui allaient finalement développer une LAM, que l’on ne retrouvait pas chez 
les patients qui n’allaient pas développer de LAM (Li et al., 2011a). 
 
Plus récemment, l’équipe de J. Dick a démontré qu’il existe des mutations du gène DNMT3A 
dans les cellules souches hématopoïétiques normales des patients atteints de LAM avec 
mutation de ce gène (Shlush et al., 2014). Ces cellules sont effectivement capables de 
reconstituer une hématopoïèse après xénogreffe chez la souris immunodéprimée avec un 
avantage sélectif par rapport aux cellules souches n’ayant pas de mutation. Les auteurs 
décrivaient la persistance de ces cellules souches pré-leucémiques même en cas de rémission 
complète et proposent donc que l’éradication de cette hématopoïèse pré-leucémique soit un 
objectif thérapeutique. 
 
Quel	  modèle	  pour	  la	  physiopathologie	  des	  LAM	  en	  2014	  ?	  
 
Finalement, même si le modèle proposé par Gilliland semble excessivement simplifié et ne 
rend pas compte de la diversité génétique des LAM, ce modèle est le seul à avoir rapproché 
des anomalies moléculaires et des caractéristiques phénotypiques définies. On peut espérer 
que les années à venir permettront de mieux comprendre les traits phénotypiques associés aux 
autres classes de mutations mises en évidence par le NGS. Une hypothèse serait que les 
mutations de la machinerie épigénétique ou du spliceosome permettraient aux cellules 
leucémiques d’augmenter la variabilité de leur expression génique (Capp, 2005), et ainsi 
augmenter leur plasticité phénotypique, ce qui pourrait participer à l’acquisition du caractère 
souche. 
S’il faut reconnaître que la biologie moléculaire et ses développements les plus récents à haut 
débit ont permis d’affiner notre connaissance descriptive des LAM, on peut néanmoins 
regretter le peu d’avancées conceptuelles qui en ont émergé (Weinberg, 2014). C’est pourquoi 
il semble indispensable d’améliorer la compréhension fonctionnelle des cellules leucémiques 
au delà de la description des anomalies moléculaires qui les caractérisent. 
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Dérégulation	  métabolique	  et	  dérégulation	  des	  voies	  de	  signalisation	  
dans	  les	  leucémies	  :	  perspectives	  thérapeutiques.	  
Signalisation	  et	  métabolisme	  :	  deux	  modes	  de	  description	  de	  la	  cellule	  
tumorale	  ?	  
 
Dans une célèbre revue publiée par D. Hanahan et R. Weinberg en 2000 (Hanahan and 
Weinberg, 2000), les deux auteurs identifiaient six caractéristiques du cancer (« hallmarks of 
cancer »), parmi lesquelles trois pouvaient être entièrement supportées par des dérégulations 
de voies de signalisation (indépendance vis-à-vis des facteurs de croissance, résistance aux 
signaux antiprolifératifs, résistance aux signaux proapoptotiques). Les auteurs se référaient 
alors à la notion de signal, en faisant dans cette revue la synthèse d’un effort de recherche 
ayant conduit de la découverte des oncogènes à la mise en évidence de réseaux de 
signalisation et de transmission d’information perturbés dans les cellules cancéreuses. 
 
En 2011, les mêmes auteurs proposent une mise à jour de cette revue avec deux nouvelles 
caractéristiques inhérentes au processus de transformation, parmi lesquelles le dérèglement du 
métabolisme énergétique (Hanahan and Weinberg, 2011). Cette caractéristique fondamentale 
des cellules cancéreuse est connue depuis les travaux d’Otto Warburg dans les années 1920 
(Warburg et al., 1927), mais a fait l’objet d’un regain d’intérêt au début des années 2000, avec 
la mise en évidence de plusieurs aspects propres au métabolisme cancéreux comme les 
besoins de synthèse rapide d’ATP, la nécessité accrue de synthèse de macromolécules 
(protéines, glucides, lipides, nucléotides) ou encore l’importance du contrôle du métabolisme 
oxydatif.  
 
La cellule cancéreuse peut ainsi être décrite comme un réseau de voies de signalisation 
perturbées par des mutations concernant des oncogènes ou des gènes suppresseurs de tumeur 
(modèle signalisation), ou comme une cellule ayant un métabolisme dérégulé (niveau 
d’énergie, synthèse de métabolites, stress oxydatif) qui explique son phénotype prolifératif 
(modèle métabolique). Plutôt que d’opposer ces deux modèles, nous pourrions proposer qu’ils 
constituent deux façons de décrire un même phénomène. Chacun de ces modèles peut alors se 
révéler plus ou moins adapté pour analyser les résultats ou proposer des hypothèses dans une 
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situation expérimentale donnée. Au-delà d’une simple discussion épistémologique, ces 
concepts sous-tendent les développements de la recherche et de la thérapeutique. Ainsi, dans 
le modèle signalisation, la mise en évidence d’activations constitutives de voies de 
signalisation dans les cellules cancéreuses a permis le développement de traitements ciblés, 
dont certains sont désormais utilisés dans la pratique clinique. De même, le modèle 
métabolique a montré que les particularités métaboliques des cellules cancéreuses peuvent 
être utilisées dans le cadre du diagnostic (exemple de la tomographie par émission de 
positrons, qui permet de réaliser une imagerie fonctionnelle de l’avidité des cellules 
cancéreuses en métabolites comme le glucose ou plus récemment la thymidine ou encore la 
glutamine) ou pourraient constituer une cible thérapeutique. Si l’on se place dans le cadre 
théorique que nous proposons, à savoir que le modèle signalisation et le modèle métabolique 
sont deux façons de décrire un même phénomène, il pourrait être intéressant de mesurer les 
conséquences métaboliques des interventions visant à moduler les voies de signalisation, ou à 
l’inverse de s’intéresser aux modulations des voies de signalisation en réponse aux agents 
ciblant le métabolisme. On pourrait ainsi mettre en évidence de nouveaux mécanismes de 
résistance aux traitements et espérer que de cette approche globale émerge de nouvelles 
solutions thérapeutiques. 
 
Mon équipe d’accueil travaille depuis plusieurs années sur les anomalies des voies de 
signalisation dans les LAM, ce qui a conduit au développement de traitements ciblés 
(exemple de la rapamycine (Park et al., 2013)). Depuis quelques années, nous nous 
intéressons plus particulièrement aux relations entre anomalies des voies de signalisation et 
dérégulation métabolique dans les cellules de LAM. Ainsi, l’étude de la régulation de la voie 
mTORC1 par la disponibilité en acides aminés a permis de mettre en évidence la sensibilité 
exquise de ces cellules à la privation en glutamine (Willems et al., 2013). De même, mon 
équipe d’accueil a montré l’effet anti-leucémique de la metformine, une drogue ciblant la 
chaîne respiratoire mitochondriale (Green et al., 2010). Mon travail de thèse s’inscrit dans 
cette interface métabolisme / signalisation, avec l’utilisation d’un composé activant AMPK, 
une kinase essentielle dans la régulation du métabolisme cellulaire. 
 
Nous allons illustrer ce lien entre les anomalies du métabolisme des cellules transformées et 
les anomalies des voies de signalisation par l’exemple de l’effet Warburg et de son contrôle 
par la voie PI3K dans les cancers. 
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L’effet	  Warburg	  et	  la	  voie	  PI3K	  :	  exemple	  des	  LAM	  
 
Depuis les années 1920, Otto Warburg a observé que les cellules cancéreuses ont un 
métabolisme du glucose différent des cellules normales (Warburg et al., 1927) (figure 4). En 
effet, en situation de normoxie, la plupart des cellules normales utilisent le pyruvate produit 
par la glycolyse comme substrat du cycle de Krebs, ce qui permet d’obtenir un rendement 
énergétique maximal (36 molécules d’ATP par molécule de glucose). Au contraire, les 
cellules cancéreuses privilégient l’utilisation du glucose par la voie de la glycolyse et la 
production de lactate, ce qui a un rendement faible en terme énergétique (4 molécules d’ATP 
par molécule de glucose). Cette observation explique l’affinité des cellules cancéreuses pour 
le glucose, qui a pu être exploitée dans l’imagerie médicale avec la tomographie par émission 
de positrons utilisant du glucose marqué par un isotope, le 18 fluorodéoxyglucose (18F-FDG). 
 
Beaucoup de temps a passé entre cette observation et la compréhension de l’avantage sélectif 
conféré aux cellules cancéreuses par ce métabolisme : l’utilisation préférentielle de la 
glycolyse permet de générer les précurseurs de la synthèse des macromolécules via la voie des 
pentoses phosphates (Vander Heiden et al., 2009) (figure 4). En 2011, Anastasiou et collègues 
ont démontré que les cellules cancéreuses expriment préférentiellement l’isoforme 2 de 
l’enzyme pyruvate kinase (Anastasiou et al., 2011). Cette isoforme est moins active que les 
autres isoformes exprimées dans les tissus normaux (L dans le foie et le rein, R dans les 
érythrocytes, M1 dans les muscles et le cerveau). De plus, son activité est régulée par 
phosphorylation directe par des protéines kinases oncogéniques telles que ERK1/2 (Yang et 
al., 2012), PIM 2 (Yu et al., 2013) ou FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) (Hitosugi 
et al., 2009). Son expression a pour conséquence de ralentir le flux glycolytique et donc de 
favoriser l’utilisation du glucose-6-Phosphate dans la voie des pentose-phosphates. Cette voie 
permet la synthèse de ribose, et de NADPH qui est un substrat de la synthèse d’autres 
macromolécules et permet de diminuer le niveau de stress oxydatif (Anastasiou et al., 2011). 
 
L’effet Warburg peut ainsi être expliqué par des anomalies de signalisation résultant de 
l’activation d’oncogènes ou de la perte de suppresseurs de tumeur, parmi lesquelles 
l’activation constitutive de la voie PI3K, la stabilisation de hypoxia inducible factor 1α 




Figure 4. Effet Warburg et voie PI3K/Akt comme exemple des interrelations fortes entre 
signalisation et métabolisme 
Les cellules transformées ont des capacités de captation du glucose augmentées, et présentent 
également des mécanismes d’activation des enzymes limitantes de la glycolyse (en gris). Au 
contraire des cellules normales, qui utilisent le pyruvate comme substrat de la phosphorylation 
oxydative et obtiennent ainsi un rendement maximal en ATP (en rouge), les cellules cancéreuses 
transforment la majorité du pyruvate en lactate via la lactate déshydrogénase A (LDH) (en bleu). De 
plus, les cellules cancéreuses expriment préférentiellement l’isoforme M2 de la pyruvate kinase, 
dont l’activité est inhibée par des kinases oncogéniques. PKM2 est une enzyme limitante de la 
glycolyse, ce qui permet l’accumulation d’intermédiaires de la glycolyse, qui seront alors utilisés 
par la voie des pentoses phosphates (en vert) dont la glucose 6 phosphate deshydrogénase (G6PD) 
est l’enzyme limitante, pour permettre la production d’intermédiaires pour la synthèse de 
macromolécules. L’activation de la voie PI3K-Akt-mTORC1 (en jaune) favorise la mise en place de 
l’effet Warburg à plusieurs niveaux. PEP : phosphoenolpyruvate 



































L’activation constitutive de la voie de la phosphatidylinositol-3-kinase est un phénomène très 
fréquemment observé dans les cancers (Courtney et al., 2010), y compris dans les LAM 
(Sujobert et al., 2005; Xu et al., 2003). Cette activation peut être la conséquence de la perte du 
gène suppresseur de tumeur PTEN (phosphatase and tensin homolog), ou de l’activation 
constitutive de récepteurs membranaires à activité tyrosine kinase, mais les mécanismes 
d’activation de cette voie dans les LAM sont encore mal connus (Park et al., 2010). Akt est 
l’effecteur principal de la voie PI3K, qui favorise la glycolyse en agissant à de multiples 
niveaux : 1/ en favorisant l’expression des transporteurs de glucose (Barthel et al., 1999), 2/ 
en activant par phosphorylation la phosphofructokinase 2, dont le produit (fructose-2,6-
bisphosphate) est un activateur allostérique de la phosphofructokinase 1 qui est l’enzyme 
limitante de la glycolyse (Deprez et al., 1997), 3/ en inhibant Foxo3A, ce qui engage les 
cellules dans un programme transcriptionnel qui favorise la glycolyse (Khatri et al., 2010), ou 
4/ en stabilisant HIF1α via l’activation de mTORC1. HIF1α est un facteur de transcription qui 
favorise l’expression de nombreux gènes importants dans la glycolyse, dont PKM2 (Sun et al., 
2011). 
Dans les LAM, nous avons montré une activation constitutive de la voie PI3K/Akt chez la 
moitié des patients (Sujobert et al., 2005) et des travaux récents ont pu montrer que 
l’activation d’Akt est corrélée dans cette pathologie au phénotype glycolytique (Scotland et al., 
2013). En effet, la lignée U937 qui présente une délétion bi-allélique de PTEN et donc une 
activation constitutive d’Akt présente également un métabolisme glycolytique prédominant 
(en comparaison avec les lignées MOLM-14 et HL60) qui explique une certaine résistance à 
l’inhibition de la chaîne respiratoire mitochondriale par la metformine. Dans cette lignée, 
l’inhibition d’Akt modifie le métabolisme en faveur de la phosphorylation oxydative, ce qui 
confirme le lien entre activation de la voie PI3K et glycolyse dans cette pathologie. Dans le 
sens opposé, l’inhibition du métabolisme oxydatif dans les lignées sensibles (MOLM-14 et 
HL-60) entraîne une phosphorylation d’Akt et une augmentation du flux glycolytique, ce qui 
confirme l’interdépendance des voies de signalisation et de l’état métabolique des cellules. 
 
L’exemple de l’effet Warburg et de son contrôle par la voie PI3K/Akt illustre ainsi les liens 
entre signalisation et métabolisme dans les cellules cancéreuses. La mise en évidence 
d’anomalies métaboliques ou d’activations anormales de voies de signalisation dans les 
cellules cancéreuses permet d’envisager le développement de nouvelles approches 
thérapeutiques ciblées sur ces spécificités des cellules cancéreuses, selon deux cadres 
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théoriques majeurs que nous proposons d’expliciter : le modèle d’addiction 
oncogénique/hypersensibilité aux gènes suppresseur de tumeur et le modèle d’addiction non 
oncogénique/létalité synthétique. 
Modèle	  d’addiction	  oncogénique	  /	  hypersensibilité	  aux	  gènes	  suppresseurs	  de	  
tumeur	  
 
Le modèle d’addiction oncogénique propose que la survie des cellules cancéreuses soit 
dépendante de l’activité d’oncogènes (figure 5A). Ce terme a été inventé en 2002 par 
Weinstein dans un éditorial qui proposait une synthèse de plusieurs résultats expérimentaux 
(Weinstein, 2002). En effet, il avait été observé dans différents modèles murins permettant 
une expression contrôlée de l’oncogène c-Myc (dans des ostéoblastes (Jain et al., 2002), des 
cellules souches hématopoiëtiques (Felsher and Bishop, 1999), des kératinocytes (Pelengaris 
et al., 1999) ou des cellules β pancréatiques (Pelengaris et al., 2002)), l’apparition de tumeurs 
agressives, qui régressaient complètement si l’expression de c-Myc était supprimée. Ces 
observations ont été confirmées avec d’autres oncogènes comme H-Ras dans les mélanomes 
(Chin et al., 1999), ou BCR-ABL dans les leucémies aiguës lymphoblastiques B (LAL-B) 
(Huettner et al., 2000) et ont conduit au succès de la première thérapie ciblée que fut 
l’imatinib ciblant l’activité kinase de la protéine de fusion BCR-ABL retrouvée dans la 
leucémie myéloïde chronique (LMC) ou dans certains cas de LAL-B. Ainsi, certains cancers 
sont dépendants des oncogènes pour leur survie ce qui représente une cible thérapeutique 
validée.  
 
Le concept d’hypersensibilité aux gènes suppresseurs de tumeur est le corollaire de 
l’addiction oncogénique, et prédit que les cellules cancéreuses seront éliminées en cas de 
réexpression de gènes suppresseurs de tumeur inactivés durant l’oncogenèse. La validité de ce 
concept a été démontrée dans des modèles tumoraux murins avec la réexpression de p53 
(Martins et al., 2006), mais le transfert d’une telle approche semble difficilement envisageable 
en pratique clinique. Dans les cas où la perte d’un gène suppresseur de tumeur active une voie 
de signalisation oncogénique, le concept d’hypersensibilité aux gènes suppresseurs de tumeur 
prédit une sensibilité exquise des cellules cancéreuses à l’inhibition de cette voie oncogénique, 
comme c’est le cas par exemple avec les inhibiteurs de mTORC1 dans les tumeurs de sclérose 
tubéreuse de Bourneville (Bissler et al., 2008; Krueger et al., 2010)), en réalisant alors une 
situation d’addiction oncogénique fonctionnelle. 
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Dans ce cadre conceptuel, l’émergence des technologies de NGS et la formation de 
consortiums internationaux visant à caractériser le profil mutationnel des cancers humains ont 
permis d’espérer l’apparition de traitements ciblés adaptés à chaque cancer et à chaque 
oncogène auquel il serait dépendant (The Cancer Genome Atlas Research Network et al., 
2013). Cependant, si ces efforts collaboratifs considérables ont permis de mieux connaître la 
complexité du profil mutationnel des cancers humains, ils ont souvent échoué à découvrir des 
oncogènes fréquemment mutés et accessibles à un traitement ciblé. Notons cependant 
quelques succès prometteurs, comme la découverte des mutations d’IDH 1 et 2 dans les LAM 
et les gliomes (Mardis et al., 2009), qui ont conduit au développement de traitements ciblés 
(Rohle et al., 2013; Wang et al., 2013) dont les résultats cliniques en phase précoce semblent 
très intéressants dans les LAM (Abstract LB-6156, EHA 2014). 
Une alternative à la recherche de cibles thérapeutiques dans le modèle d’addiction 
oncogénique est la recherche fonctionnelle d’addiction non oncogénique, afin de réaliser une 
situation de létalité synthétique entre un traitement donné et des particularités fonctionnelles 
des cellules cancéreuses. 
 
Addiction	  non	  oncogénique	  /	  modèle	  de	  létalité	  synthétique	  
 
Le concept d’addiction non oncogénique a été proposé en 2007 (Solimini et al., 2007), à 
l’occasion d’une publication montrant que les souris KO pour Hsf1 (heat-shock factor 1) 
étaient résistantes à plusieurs modèles de carcinogénèse, et que l’inhibition de HSF1 par ARN 
interférence compromettait la survie de plusieurs lignées de cancer mais pas de cellules 
normales (Dai et al., 2007). L’addiction non oncogénique repose sur le fait que les cellules 
transformées sont soumises à de nombreux stress (stress mitotique, stress protéotoxique, 
stress oxydatif , stress métabolique) que certains auteurs ont proposé d’ajouter aux 
caractéristiques inhérentes à la transformation (hallmarks of cancer) (Solimini et al., 2007, 
Luo et al., 2009a). De ce fait, les cellules cancéreuses sont particulièrement sensibles aux 
agents qui augmentent le niveau de stress, puisque leurs systèmes d’adaptation seront 
dépassés, ou aux agents qui inhibent les systèmes d’adaptation au stress.  
 
Ce concept est très proche de celui de létalité synthétique développé par les généticiens de la 
levure, et dont il a été proposé une transposition dans le domaine des agents anticancéreux 
(Kaelin, 2005) (figure 5B). Deux gènes sont dits synthétiques létaux si la mutation isolée de 
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chacun des gènes est viable, mais si une mutation simultanée de ces deux gènes est létale. 
Cette situation peut s’observer en cas de mutations entraînant une perte de fonction : si un 
gène B est inactivé, alors le gène A devient indispensable à la survie, comme par exemple si 
les gènes A et B sont situés sur deux voies alternatives de synthèse d’un métabolite essentiel. 
On peut également envisager l’établissement d’une relation de létalité synthétique avec des 
mutations gain de fonction : un gène A est essentiel à la survie si le gène B est surexprimé : 
c’est le cas de la « synthetic dosage lethality » (Kroll et al., 1996). Il a pu être estimé chez 
Saccharomyces cerevisiae que pour les 80% de gènes dont l’inhibition n’est pas létale en soi, 
une relation de létalité synthétique existe avec environ 10 autres gènes (Tong et al., 2004), ce 
qui permet de fonder de grands espoirs thérapeutiques en transposant ce concept au traitement 
du cancer. Le meilleur exemple de létalité synthétique appliqué au traitement du cancer 
concerne les inhibiteurs de PARP (poly-ADP ribose polymérase) dans les cancers du sein 
mutés pour les gènes BRCA1 ou 2 (breast cancer 1/2). En effet, l’inhibition de PARP 
empêche la réparation des cassures simples brins de l’ADN, qui doivent alors être réparées 
par recombinaison homologue. BRCA1 et 2 étant indispensables à la recombinaison 
homologue, les cellules cancéreuses ayant perdu l’un ou l’autre de ces gènes accumulent alors 
des lésions de l’ADN qui les conduisent finalement à la mort cellulaire. Ce rationnel 
biologique a conduit au développement d’inhibiteurs de PARP, qui se sont avérés efficaces 
dans des essais cliniques (Kaye et al., 2012). 
 
La stratégie la plus prometteuse pour la découverte de cibles thérapeutiques dans le cadre de 
l’addiction non oncogénique est l’utilisation de cribles fonctionnels à l’aide de banques 
permettant l’invalidation de chacun des gènes par ARN interférence (Luo et al., 2009b) ou 
plus récemment à l’aide du système CRISPR/Cas9 (Shalem et al., 2014). C’est ainsi que des 
auteurs ont pu récemment montrer dans des cellules de LMC que la surexpression de PRKCH 
(qui code la protéine PKCη) confère une résistance à l’imatinib en activant C-RAF. Ce 
mécanisme de résistance identifié par un crible par une banque d’ARN interférents a été 
également retrouvé chez les patients présentant une résistance à l’imatinib. Bien que cette 
approche soit à ce jour limitée aux lignées cellulaires, elle permet de découvrir de manière 




Figure 5. Modèles théoriques expliquant la spécificité d’effet des thérapies ciblées en oncologie.	  
 
Dans le modèle d’addiction oncogénique, la survie des cellules cancéreuses est dépendante de 
l’activité d’un oncogène (par exemple l’oncogène C dans ce schéma) : l’inhibition de celui-ci 
entrainera la mort des cellules cancéreuses alors qu’il sera sans effet sur les cellules normales. Ce 
modèle explique par exemple les effets des inhibiteurs de BCR-ABL dans la leucémie myéloïde 
chronique. 
Dans le modèle de létalité synthétique, l’activation de l’oncogène crée une dépendance à des 
mécanismes de suppléance (voies métaboliques, signalisation, systèmes de réparation…). Dans 
l’exemple proposé dans ce schéma, l’activation de l’oncogène C rend les cellules cancéreuses 
dépendantes de la voie D pour leur survie. Il existe une relation de létalité synthétique entre 
activation de la voie C et inhibition de la voie D qui explique l’effet du traitement dans les cellules 
cancéreuses, mais pas dans les cellules normales. 
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LES	  VOIES	  MTORC1,	  AMPK	  ET	  LA	  VOIE	  DE	  REPONSE	  INTEGREE	  AU	  
STRESS	  :	  INTEGRATEURS	  DU	  METABOLISME	  CELLULAIRE	  
 
Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à trois voies de signalisation dont l’état d’activation est 
lié aux conditions métaboliques des cellules, et qui contrôlent en retour de nombreux aspects du 
métabolisme cellulaire. 
  
Ainsi, l’activation du complexe mTORC1 promeut globalement les processus anaboliques, lorsque 
les cellules sont stimulées par des facteurs de croissance dans un environnement riche en nutriments 
(acides aminés, glucose). L’activation de mTORC1 est considérée comme oncogénique, comme en 
témoigne les nombreuses mutations conduisant à une activation de cette voie dans les cancers 
sporadiques ainsi que la mise en évidence plus récente de mutations gain-de-fonction de la kinase 
mTOR elle-même dans de rares cas de cancers sporadiques (Grabiner et al., 2014). 
 
Au contraire de mTORC1, certaines voies de signalisation sont activées dans les cellules dans les 
situations de stress. Ainsi, AMPK (AMP-activated protein kinase) est activée en cas de stress 
énergétique, et la voie de réponse intégrée au stress (ISR) est activée en cas de carence en nutriments 
(acides aminés, glucose, fer), d’hypoxie ou d’infection virale. Ces deux voies favorisent des 
processus cataboliques, permettant aux cellules de restaurer leur homéostasie. De façon intéressante, 
le rôle de ces deux voies dans les cancers est équivoque, puisqu’elles sont parfois décrites comme 
suppresseur de tumeur, et parfois comme indispensables à la progression tumorale (Hardie, 2013, 
Ma and Hendershot, 2004). 
 
Certaines connexions entre ces voies ont été décrites, impliquant soit des molécules de signalisation, 
soit des modulations concertées de processus métaboliques complexes tels que l’autophagie, à 
laquelle nous allons également consacrer une étude détaillée. 
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La	  voie	  mTORC1	  
Description	  des	  complexes	  mTORC1	  et	  mTORC2	  
 
La découverte de mTOR provient de l’étude du mécanisme d’action de la rapamycin, un macrolide 
produit par la bactérie Streptomyces hygroscopicus, qui possède des capacités antiprolifératives dans 
de nombreux types cellulaires. Sa cible moléculaire TOR (Target of rapamycin) a été découverte en 
1993 chez la levure, puis en 1994 chez les mammifères (Brown et al., 1994; Sabatini et al., 1994) : 
mTOR pour mammalian target of rapamycin. mTOR est une sérine/thréonine kinase de la famille 
des phosphatidylinositol-3-kinases, impliquée dans deux complexes multiprotéiques, mTORC1 et 
mTORC2, ayant certains partenaires en commun (mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8), 
Deptor (DEP domain containing mTOR interacting protein), tti1 (TELO2 interacting protein 1)/tel2 
(telomere maintenance 2)) et certains partenaires spécifiques de chaque complexe. Ainsi, mTORC1 
est caractérisé par l’association à RAPTOR (regulatory associated protein of mammalian target of 
rapamycin) et PRAS 40 (proline-rich Akt substrate 40 kDa), alors que mTORC2 est caractérisé par 
la présence de RICTOR (rapamycin insensitive companion of mTOR), mSin1 (mammalian stress 
activated map kinase-interacting protein 1) et PROTOR (protein observed with RICTOR) 1 et 2. Ces 
deux complexes ont des fonctions et des mécanismes de régulation qui leur sont propres. L’activité 
du complexe mTORC1 peut être inhibée spécifiquement par la rapamycine. Sa fonction la mieux 
décrite est le contrôle de l’initiation de la traduction des ARNm en protéine via ses substrats directs 
P70S6K et 4E-BP1 (Laplante and Sabatini, 2012). La régulation et les fonctions de mTORC1 vont 
faire l’objet d’un chapitre détaillé plus bas. A l’inverse, le complexe mTORC2 n’est pas sensible à la 
rapamycine et les mécanismes permettant son activation sont moins bien décrits que dans le cas de 
mTORC1. L’activation de mTORC2 a été observée après stimulation par l’insuline, selon un 
mécanisme original d’association du complexe mTORC2 aux ribosomes, de manière dépendante de 
l’activité PI3K (Zinzalla et al., 2011).Les principaux substrats connus de mTORC2 sont : i) Akt dont 
la phosphorylation sur la S473 induite par mTORC2 survient en même temps que sa traduction et est 
nécessaire à l’activation complète de cette kinase (Sarbassov et al., 2005) ; ii) SGK1 (Serum and 
Glucocorticoid induced protein kinase 1) qui est une kinase impliquée dans la survie et la 
prolifération cellulaire (García-Martínez and Alessi, 2008); iii) la paxilline et iv) Rac 1, une protéine 
de la famille des Rho GTPases ayant un rôle dans l’adhésion et dans l’organisation du cytosquelette 
d’actine (Jacinto et al., 2004). Au plan pharmacologique, mTORC2 a été décrit initialement comme 
insensible à la rapamycine (Jacinto et al., 2004), à la différence de mTORC1. Cependant, cette 
notion doit être nuancée, puisque des auteurs ont décrit dans certains types cellulaires (Jurkat, U937, 
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BJAB, U 87, SKW3, UACC-903) une inhibition de mTORC2 lors de traitements prolongés (24h) 
par la rapamycine du fait d’une dissociation du complexe mTORC2 (Sarbassov et al., 2006). Les 
inhibiteurs catalytiques de mTOR sont capables d’inhiber mTORC2 simultanément à mTORC1 mais 





Figure 6. Activation de mTORC1 par les voies de signalisation oncogéniques.	  
L’activation de mTORC1 nécessite son association avec RHEB liée au GTP. Le complexe 
TSC1/TSC2 qui exerce une activité GTPase sur RHEB, est régulé négativement par les voies de 
signalisation oncogéniques, et positivement par l’axe suppresseur de tumeur LKB1/AMPK en cas 






















Régulation	  et	  conséquences	  de	  l’activation	  de	  mTORC1	  
 
L’activation de mTORC1 est régulée par de nombreuses voies de signalisation, ce qui permet à ce 
complexe d’intégrer le statut nutritionnel et la présence de facteurs de croissance pour moduler l’état 
de prolifération et le métabolisme de la cellule. La relevance de ces différentes voies d’activation 
peut être largement dépendante du type cellulaire et de l’état nutritionnel (Wolff et al., 2011). 
 
Régulation	  par	  les	  facteurs	  de	  croissance	  
 
L’activité de mTORC1 est dépendante de son association à une GTPase nommée RHEB (Ras 
homology enriched in brain), qui active mTORC1 lorsqu’elle est elle-même activée par son 
association au GTP (figure 6). Alors que l’on ne connaît pas de protéine ayant une fonction de 
guanine nucleotid exchange factor (GEF) pour RHEB (c'est-à-dire permettant son activation par 
remplacement d’une molécule de GDP par une molécule de GTP), de nombreux travaux ont 
démontré le rôle majeur du complexe TSC1/TSC2 (Tuberous sclerosis 1 ou hamartin, et Tuberous 
sclerosis 2 ou tuberin) dans l’activation de la fonction GTPase portée par RHEB (c'est-à-dire 
permettant l’hydrolyse du GTP en GDP permettant ainsi l’inhibition de RHEB) dans la régulation de 
mTORC1 (Inoki et al., 2003a). Le complexe TSC1/2 a ainsi une activité GAP (GTPase activating 
protein) vis-à-vis de RHEB. 
Par ailleurs, TSC2 est un substrat pour plusieurs kinases activées en aval des récepteurs à activité 
tyrosine kinase, telles qu’Akt (Inoki et al., 2002), Pim 2 (proviral integration of Moloney virus 2) 
(Lu et al., 2013b), ERK1/2 (Extracellular signal regulated kinase) (Ma et al., 2005) ou RSK1 
(Ribosomal S6 Kinase) (Roux et al., 2004). La phosphorylation de TSC2 par ces kinases inactive la 
fonction GTPase de TSC2, ce qui conduit à l’augmentation du pool de RHEB-GTP et donc à une 
augmentation de l’activité de mTORC1. D’autres voies de signalisation importantes en oncogenèse 
convergent vers ce complexe, telles que la voie de la béta-caténine, qui active TSC2 en abolissant la 
phosphorylation inhibitrice de TSC2 par GSK3β (Inoki et al., 2006) ou la voie NFkB, puisque IKK 




Régulation	  par	  les	  conditions	  métaboliques	  
 
Disponibilité	  en	  acides	  aminés	  	  
 
La présence d’acides aminés, en particulier de leucine et d’arginine, est indispensable à l’activation 
de mTORC1, même lorsque le complexe TSC1/TSC2 est inhibé en aval des récepteurs aux facteurs 
de croissance (figure 7). Le mécanisme du contrôle de l’activité de mTORC1 par la disponibilité en 
acides aminés a été partiellement compris récemment, et fait intervenir la famille de GTPases Rag 
(A-D) (Sancak et al., 2008). Rag A ou B peut former un complexe avec Rag C ou D, et le GTP peut 
être associé de manière exclusive soit à RagA/B soit à Rag C/D.  
En présence d’acides aminés dans la lumière lysosomale, la v-ATPase (vacuolar H+-adenoside 
triphosphatase ATPase) active le ragulator (un complexe comprenant les protéines LAMTOR 1 à 5 
(Late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and mTOR activator). Le complexe ragulator porte 
l’activité GEF pour Rag A/B, et permet donc le chargement de RagA/B avec du GTP (Zoncu et al., 
2011) (Bar-Peled et al., 2012). Cela conduit à l’interaction des Rag avec RAPTOR et relocalise 
mTORC1 à la membrane des lysosomes via le ragulator (Bar-Peled et al., 2012; Sancak et al., 2010). 
Ainsi, en présence d’acides aminés, mTORC1 est localisé à la membrane du lysosome et peut être 
activé par RHEB.  
 
Le système des Rag permet également la régulation négative de mTORC1. En l’absence d’acides 
aminés, les Rag sont sous la forme Rag A/B-GDP Rag C/D-GTP et recrutent TSC2 à la membrane 
du lysosome, ce qui permet l’inactivation de RHEB et donc de mTORC1 (Demetriades et al., 2014). 
Il a également été récemment démontré que les protéines DEPDC5, Nprl2 et Nprl3 forment le 
complexe GATOR 1 (GTPase activity toward Rag), un complexe suppresseur de tumeur stimulant 
l’activité GTPase de Rag A/B, régulant donc négativement mTORC1 (Bar-Peled et al., 2013). Des 
mutations inactivatrices de ce complexe ont été observées à une fréquence faible dans certains 
cancers sporadiques (adénocarcinomes ovariens et glioblastomes) et l’inactivation de ce complexe 
dans des lignées cellulaires permet le maintien d’une activation de mTORC1 en situation de 





Figure 7. Régulation de mTORC1 par les acides aminés. 
En l’absence d’acides aminés (partie gauche, en bleu), Les RAG A/B dont associées au GDP alors que 
les RAG C/D sont associées au GTP. Elles recrutent alors TSC1/2 au lysosome, et RHEB et donc lié 
au GDP : mTORC1 est inactif. 
En présence d’acides aminés, la v-ATPase subit un changement conformationnel qui permet 
l’activation du ragulator (partie centrale, en orange) qui permet de charger les RAG A/B en GTP. Cela 
permet ainsi le recrutement de mTORC1 à proximité de RHEB-GTP et son activation (partie droite, en 
rouge). Le complexe GATOR 1 porte l’activité GTPase pour les RAG A/B. L’importance de ce réseau 
de régulation dans le cancer est soulignée par l’existence de mutations de plusieurs des gènes qui le 


















































Disponibilité	  en	  glucose	  
 
L’activation des Rag A/B par le GTP est également sensible à la concentration en glucose (figure 8). 
Il a été montré récemment que les souriceaux exprimant une forme constitutivement liée au GTP de 
RagA mourraient d’hypoglycémie lors du sevrage en raison du maintien de l’activation de mTORC1, 
empêchant ainsi la production de glucose via le recyclage d’acides aminés provenant de l’autophagie 
(Efeyan et al., 2013). Les auteurs montrent dans ce travail que le glucose, comme les acides aminés, 
permet le recrutement de mTORC1 à la membrane lysosomale, sans préciser si ce mécanisme fait 
également intervenir la v-ATPase. Un travail plus récent a montré qu’en l’absence de glucose, le 
complexe axin-LKB1-AMPK interagit avec le ragulator et la v-ATPase et empêche alors l’activation 
de mTORC1 au lysosome, ce qui constitue donc un mécanisme potentiel de contrôle de mTORC1 
par le niveau de glucose (Zhang et al.). 
 
Niveau	  énergétique	  	  
 
La diminution des réserves énergétiques intracellulaires est perçue par la cellule via l’augmentation 
du rapport AMP/ATP, qui active de manière conformationnelle l’AMPK, ce qui sera détaillé plus 
loin. De par le contrôle de l’activation de la traduction, l’activité de mTORC1 représente une des 
voies anaboliques les plus consommatrices d’énergie (Buttgereit and Brand, 1995). AMPK régule 
donc finement l’activité de mTORC1 de manière indirecte, en activant TSC2 par phosphorylation du 
résidu S 1345 (Inoki et al., 2003b) et de manière directe en phosphorylant RAPTOR sur les S 722 et 
792, ce qui entraine l’association de RAPTOR à la protéine 14-3-3 (Gwinn et al., 2008). Ainsi, 
l’activité de mTORC1 est inhibée en cas de carence énergétique. 
Comme évoqué plus haut, il a été montré que le complexe AMPK-LKB1-Axin qui se forme en cas 
de carence énergétique interagit avec le complexe Ragulator et la v-ATPase. La fixation de l’axin 
dissocie le complexe mTORC1-ragulator et inhibe la liaison des Rag A/B au GTP, ce qui a pour 
effet d’inhiber mTORC1 (Zhang et al.). Ce travail permet donc de proposer une troisième voie de 





Figure 8. Régulation de mTORC1 par la disponibilité en glucose. 
 
En cas de privation en glucose, LKB1, AMPK et l’Axin forment un complexe qui interagit 
avec le ragulator, et empêche alors le recrutement de mTORC1 à la membrane lysosomale, 
même en présence d’acides aminés. De plus, ce complexe empêche la fixation du GTP sur 























































Concentration	  en	  oxygène	  
 
En cas d’hypoxie, le facteur de transcription HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor 1) stimule 
l’expression de REDD1 (Regulated in development and DNA damage 1). REDD 1 permet la 
dissociation de TSC2 de la protéine 14-3-3 par un mécanisme mal élucidé, ce qui conduit à 




Il a récemment été montré que le stress oxydatif (induit par l’arsenic ou l’H2O2) inhibait mTORC1. 
Le mécanisme implique une interaction entre RAPTOR et l’astrin, une protéine associée aux 
granules de stress. Cette interaction se produit en cas de stress, et entraîne la dissociation et 
l’inactivation du complexe mTORC1, ce qui confère aux cellules un avantage de survie en situation 
de stress (Thedieck et al., 2013). 
 
 
L’activation de mTORC1 permet donc aux cellules d’intégrer les signaux fournis par les facteurs de 
croissance avec la disponibilité en acides aminés, le niveau énergétique et la pression en oxygène. 
Cependant, il existe selon les types cellulaires de grandes variations dans les mécanismes mis en jeu 
pour réguler mTORC1, qui doivent être prises en compte dans l’interprétation des résultats 
expérimentaux. Cela a bien été illustré par un modèle murin d’invalidation de REDD1. Ainsi, si 
l’hypoxie inhibe mTORC1 via REDD1 dans les thymocytes, les cellules de la crypte intestinale ou 
les MEF, REDD1 n’est pas nécessaire pour l’inhibition de mTORC1 dans les hépatocytes, où c’est 
AMPK qui est indispensable à l’inhibition de mTORC1 en cas d’hypoxie. De même, la 
phosphorylation de RAPTOR par AMPK est suffisante à l’inhibition de mTORC1 dans les 
hépatocytes, mais pas dans les fibroblastes embryonnaires murins (MEF) ou l’activation de TSC1/2 
est également nécessaire (Wolff et al., 2011). 
 
Conséquences	  de	  l’activation	  de	  mTORC1	  
 
L’activation de mTORC1 a des conséquences majeures pour le métabolisme cellulaire, en activant 





Figure 9. Conséquences de l’activation de mTORC1. 
Les principales conséquences de l’activation de mTORC1 sont figurées dans les encadrés de 



























L’activation de la traduction protéique est probablement la conséquence la plus étudiée de 
l’activation de mTORC1 (figure 10). Cela implique deux cibles directes de mTORC1 que sont la 
p70S6 kinase et 4E-BP1 (eIF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E) – binding protein 1). 
eIF4E est une protéine qui se lie aux coiffes 5’ 7 méthyl-GTP des ARN messagers, où elle s’associe 
à eIF4G pour former le complexe eIF4F, qui recrutera les autres protéines du complexe d’initiation 
de la traduction (cf. infra). La liaison d’eIF4E aux ARN messagers est inhibée par la protéine 4E-
BP1 à l’état non phosphorylée, eIF4E et 4E-BP1 formant alors des complexes inactifs. mTORC1, en 
phosphorylant 4E-BP1 sur plusieurs résidus (T37, T46, S65), empêche l’association de 4E-BP1 avec 
eIF4E et permet donc la formation du complexe d’initiation de la traduction (Brunn et al., 1997). 
Une analyse des ARNm dont la traduction est contrôlée par mTORC1 a récemment été effectuée par 
la technique du ribosome footprinting, qui permet d’apprécier quels sont les ARN messagers en 
cours de traduction (Thoreen et al., 2012). Cette étude a démontré que mTORC1 contrôle la 
traduction des ARNm contenant une séquence de quelques bases pyrimidiques en position 5’ (5’ 
TOP), et confirme le rôle essentiel de 4E-BP1 dans ce processus. 
La phosphorylation de p70S6K va également favoriser la traduction, notamment en stimulant la 
synthèse des ARN ribosomiaux via l’activation de TRIM24 (Tripartite motif-containing 24) qui 
interagit avec l’ARN polymérase de type 1 (Mayer et al., 2004), ou en activant de manière indirecte 
des facteurs d’élongation de la traduction comme par exemple eEF2 (eukaryotic elongation factor 2) 




Figure 10. Contrôle de la traduction protéique par mTORC1. 
L’activation de mTORC1 favorise la traduction protéique en permettant la formation du complexe 
d’initiation de la traduction des ARN ayant une coiffe 7-méthyl-GTP (via l’inhibition de 4E-BP1). 
De plus, mTORC1 active p70S6K, qui favorise l’élongation des peptides via le contrôle indirect 





























La synthèse de lipides permet aux cellules de synthétiser de nouvelles membranes indispensables à 
leur prolifération et représente également une forme de stockage énergétique. L’implication de 
mTORC1 dans la synthèse lipidique a été montrée initialement en réponse à l’insuline. La fixation 
de l’insuline sur son récepteur stimule en effet la voie PI3K et finalement promeut la translocation 
nucléaire de SREBP 1c (Sterol responsive element binding protein 1c), un facteur de transcription 
favorisant l’expression des gènes impliqués dans la biosynthèse lipidique. Il a été démontré que cet 
effet est aboli par la rapamycine ou par l’invalidation de RAPTOR (Porstmann et al., 2008). Le 
mécanisme de contrôle des SREBP par mTORC1 fait intervenir la lipin, qui inhibe l’activité 
transcriptionnelle des SREBP dans le noyau. mTORC1 phosphoryle la lipin, ce qui entraîne sa 
séquestration dans le cytoplasme et permet donc aux facteurs SREBP d’exercer leur activité 
transcriptionnelle (Peterson et al., 2011). Par ailleurs, mTORC1 contrôle également via 4E-BP1 le 
niveau d’expression de C/EBPα et C/EBPδ, qui favorisent également la transcription de gènes 





Grâce à une étude transcriptomique et métabolomique, Düvel et collègues ont pu mettre en évidence 
les conséquences métaboliques de l’activation de mTORC1 et les mécanismes transcriptionnels 
sous-jacents (Düvel et al., 2010). En augmentant la traduction du facteur de transcription HIF1α, 
mTORC1 favorise l’expression des gènes impliqués dans la captation de glucose (GLUT1) et dans la 
glycolyse (hexokinases, phosphofructokinases, LDHA). De même, mTORC1 favorise l’expression 
des gènes impliqués dans la voie des pentoses phosphates (G6PD) via les facteurs de transcription 
SREBP.  
Dans cette même étude, il a été montré un contrôle transcriptionnel de la pyruvate deshydrogénase 
kinase par mTORC1. Cette enzyme inhibe la pyruvate deshydrogénase et diminue ainsi l’utilisation 
du pyruvate comme substrat du cycle de Krebs. mTORC1 apparait donc comme une kinase 
favorisant l’effet Warburg, puisqu’elle stimule la captation de glucose, son utilisation dans la 
glycolyse et non dans la phosphorylation oxydative, et l’utilisation des intermédiaires de la glycolyse 
dans la voie des pentoses phosphates. 
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Cependant, une autre étude a montré que mTORC1 favorisait la biogénèse mitochondriale en 
permettant l’association de PGC1α (PPAR- γ coactivator 1α) et YY1 (Ying Yang 1) (Cunningham et 
al., 2007). Notons que ce résultat n’a pas été confirmé, et que la possibilité d’une localisation 




Deux études récentes ont mis en évidence la phosphorylation de CAD (carbamoyl-phosphate 
synthetase 2, aspartate transcarbamoylase, dihydroorotase) sur le résidu S 1859 par la p70S6K en 
aval de mTORC1 (Robitaille et al., 2013; Ben-Sahra et al., 2013). CAD est une protéine portant les 
trois premières étapes enzymatiques de la synthèse des bases pyrimidiques et la phosphorylation de 
son résidu 1859 est indispensable à l’activité dihydroorotase, probablement en permettant 
l’oligomérisation de CAD. 
Par ailleurs, et de manière indirecte, l’activation de la voie des pentoses phosphates par mTORC1 
fournit aux cellules du ribose, qui permet la synthèse des bases puriques ou pyrimidiques. 
 
Inhibition	  de	  l’autophagie	  
 
L’autophagie est un processus cellulaire conservé parmi les eucaryotes, par lequel les cellules 
convoient une partie de leur matériel cytoplasmique (cytosol, organelles, protéines) dans des 
structures ayant une double-membrane (les autophagosomes) vers les lysosomes, où ce matériel est 
dégradé. mTORC1 est un inhibiteur de l’autophagie ce qui sera exposé en détail dans le chapitre 
consacré à l’autophagie. 
 
Inhibition	  pharmacologique	  de	  mTORC1	  
Rapamycine	  
 
mTORC1 a été initialement découvert comme étant la cible de la rapamycine. Ce macrolide agit en 
se liant à la protéine FKBP12 (12kDa FK506-binding protein) pour former un complexe qui inhibe 
l’activité de mTORC1 en s’associant au domaine FRB (FKBP rapamycin binding) de mTOR 
(Sabatini et al., 1994). Ce complexe pourrait agir en dissociant le complexe mTORC1 (Yip et al., 
2010), ou comme inhibiteur allostérique de l’activité de la kinase mTOR. 
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Il a été observé dans plusieurs modèles une différence de sensibilité des substrats de mTORC1 à la 
rapamycine. Par exemple, la rapamycine inhibe totalement la phosphorylation de la p70S6K, mais 
pas ou peu la phosphorylation de 4EBP1 (Tamburini et al., 2009; Thoreen et al., 2009). 
L’explication de ce phénomène a été apportée récemment. En effet, l’activité de mTORC1 sur ses 
différentes cibles est modulée par la séquence peptidique du substrat : mTORC1 phosphoryle 
préférentiellement les résidus sérine par rapport aux résidus thréonine et mTORC1 phosphoryle 
d’autant plus son substrat si l’acide aminé en position +1 est une proline ou un résidu hydrophobe. 
De ce fait, les cibles pour lesquelles mTORC1 a une grande activité sont résistantes à la rapamycine, 
alors que celles pour lesquelles mTORC1 a une activité moindre y sont sensibles (Kang et al., 2013). 
 
En clinique, la rapamycine et ses dérivés (sirolimus, everolimus) ont un profil de tolérance favorable 
qui a conduit à leur autorisation de mise sur le marché par la FDA (Food and drug administration) en 
2008 comme agent immunosuppresseur chez les patients transplantés. Elle a depuis bénéficié 
d’autres indications, en particulier comme agent anticancéreux (lymphome du manteau en rechute, 




Cependant, des mécanismes de résistance à la rapamycine ont pu être mis en évidence dans les 
cellules cancéreuses. En particulier, l’inhibition de mTORC1 entraîne une activation de la voie 
PI3K/Akt en supprimant l’inhibition d’IRS1 (insulin receptor substrate 1) par la p70S6K (Harrington 
et al., 2004). Comme l’activation d’Akt est également contrôlée par mTORC2, cette observation a 
justifié le développement d’inhibiteurs catalytiques de mTOR (capables d’inhiber les deux 
complexes mTORC1 et mTORC2) afin de supprimer l’activation de la voie PI3K secondaire à 
l’inhibition de mTORC1. Différents inhibiteurs ont été testés in vitro, dont la Torin-1 (Thoreen et al., 
2009), les composés PP242 et PP30 (Feldman et al., 2009), le Ku-0063794 (García-Martínez et al., 
2009), ou l’AZD8055 (Chresta et al., 2010). Ces composé inhibent mieux l’activité de mTORC1 
puisqu’ils inhibent également les cibles résistantes à la rapamycine (Kang et al., 2013) et inhibent 
comme attendu l’activité de mTORC2. Parmi ces différents composés, seul l’AZD8055 est en cours 
de développement clinique précoce en oncologie. 
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mTORC1	  et	  LAM	   	  
 
L’activation constitutive de mTORC1, mesurée par le niveau de phosphorylation de p70S6K et/ou 
de 4EBP1 en situation de privation en sérum a été décrite dans quasiment tous les échantillons 
primaires de LAM (Récher et al., 2005; Xu et al., 2005).  
 
Le mécanisme d’activation de mTORC1 dans cette pathologie n’est pas encore connu. En effet, il 
n’existe pas de mutation récurrente des gènes régulant la voie mTORC1 dans les LAM comme cela a 
pu être montré dans d’autres cancers (Kandoth et al., 2013). Même si la voie PI3K/Akt est activée 
dans de nombreux échantillons, celle-ci ne semble pas responsable de l’activation de mTORC1 
puisque l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de la PI3K (IC87114) n’entraîne pas d’inhibition de 
mTORC1 (Tamburini et al., 2008). De manière intéressante, la src-kinase Lyn a été retrouvée activée 
dans les échantillons primaires de LAM et son inhibition par un composé chimique (P42) ou par 
siRNA entrainait une inhibition de mTORC1 (Dos Santos et al., 2008). Les mécanismes en jeu ne 
sont en revanche pas élucidés à ce jour. 
 
Le rôle physiopathologique de l’activation de mTORC1 dans les LAM a pu être apprécié par des 
modèles d’inhibition ou d’invalidation génétique. Dans les échantillons primaires, l’inhibition de 
mTORC1 par la rapamycine inhibe la prolifération et la clonogénicité, sans entraîner d’apoptose 
(Récher et al., 2005) et sans diminuer le niveau de traduction (Tamburini et al., 2009). Cependant, la 
rapamycine ne permet pas d’apprécier l’ensemble des processus contrôlés par mTORC1 puisque elle 
n’inhibe que partiellement ce complexe (cf. supra). De plus, les éventuels effets apoptotiques de 
l’inhibition de mTORC1 sont probablement atténués par un effet de rétrocontrôle positif sur la voie 
PI3K via une boucle autocrine IGF1 (insulin growth factor 1) / IGF1R (insulin growth factor 1 
receptor) (Chapuis et al., 2010). En effet, l’utilisation d’inhibiteurs ciblant à la fois mTORC1 et 
PI3K (PI-103) (Park et al., 2008) ou ciblant mTORC1 et mTORC2 (AZD8055) (Willems et al., 
2012) entraîne des taux d’apoptose significatifs parmi les cellules primaires de LAM en culture. 
L’invalidation conditionnelle de RAPTOR dans un modèle murin de LAM a permis de mieux cerner 
le rôle de mTORC1 dans cette pathologie (Hoshii et al., 2012). Dans un modèle de transformation de 
cellules souches hématopoïétiques LSK (Lin-, Sca1+, c-kit +) par le gène de fusion MLL-AF9, des 
auteurs ont inactivé RAPTOR in vivo grâce à une recombinase Cre inductible. Même si la délétion 
de RAPTOR conduit à une augmentation de la survie des souris, soulignant le bénéfice 
thérapeutique potentiel de l'inhibition de mTORC1, l'envahissement médullaire persiste, composé de 
cellules leucémiques plus immatures (c-Kit positives). Dans ces cellules leucémiques immatures, 
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l'inhibition de mTORC1 est complète après délétion de RAPTOR mais ne conduit ni à une 
diminution de taille des cellules, ni à une inhibition de la traduction. Enfin, malgré un effet sur la 
prolifération des cellules leucémiques, la délétion de RAPTOR ne compromet pas les capacités 
d'autorenouvellement des cellules souches leucémiques, suggérant que l'inhibition de mTORC1 ne 
serait pas suffisante à elle seule pour obtenir une guérison dans les LAM. 
 
Les modèles conduisant à une activation de mTORC1 dans les cellules souches hématopoïétiques 
nous apportent également des informations sur le rôle de cette voie de signalisation dans ce 
compartiment cellulaire. Plusieurs stratégies ont été décrites, telles que l’activation de la voie 
PI3K/Akt par l’invalidation de PTEN (Yilmaz et al., 2006) ou l’utilisation d’une forme 
constitutivement active d’Akt par myristoylation (myr-Akt) (Kharas et al., 2010), l’invalidation des 
inhibiteurs de mTOR tels que TSC1 (Chen et al., 2008; Gan et al., 2008) ou LKB1 (Gurumurthy et 
al., 2010; Nakada et al., 2010, Gan et al., 2010). Il faut noter qu’aucun de ces modèles ne réalise une 
activation isolée de mTORC1 et c’est pourquoi chacune de ces études a recours à la rapamycine pour 
apprécier la part du phénotype liée à l’activation de mTORC1. De manière très intéressante, il est 
rapporté dans chacune de ces études une mise en cycle des cellules souches hématopoïétiques, 
conduisant à leur épuisement caractérisé par une insuffisance médullaire et une diminution des 
capacités à reconstituer l’hématopoïèse chez les souris après irradiation. Le rôle de mTORC1 est 
majeur, puisque le traitement par rapamycine corrige le phénotype, à l’exception notable des 
modèles d’invalidation de LKB1 où la rapamycine est sans effet sur l’hématopoïèse. Enfin, le rôle 
oncogénique de l’activation de mTORC1 dans les cellules souches hématopoïétiques est suggéré 
dans les modèles qui activent la voie PI3K/Akt (délétion de PTEN ou utilisation du myr-Akt). En 
effet, les deux études décrivent l’apparition de syndromes myéloprolifératifs, et également de 
lymphomes T dans le modèle myr-Akt. Le rôle de mTORC1 dans l’oncogenèse y est fortement 




La	  voie	  AMPK	  
 
AMPK (AMP-Activated protein kinase) est un complexe hétérotrimérique activé en cas de 
diminution des réserves énergétiques intracellulaires. Cette activité kinase a été identifiée en 
1987 dans le laboratoire de DG Hardie comme étant la kinase régulant l’activité d’ACC 
(acétyl-CoA carboxylase) et de l’HMGR (3-hydroxy-3-methylglutaryl-coA réductase) 
(Carling et al., 1987). L’importance de ce complexe dans les cellules eucaryotes est soulignée 
par sa conservation à travers les espèces à l’exception d’Encephalitozoon cuniculi (un parasite 
intracellulaire obligatoire caractérisé également par l’absence de mitochondrie) (Hardie, 
2011). L’activation d’AMPK conduit globalement à promouvoir les processus cataboliques et 
à réprimer les processus anaboliques, ce qui a pour effet de maintenir le niveau énergétique 
des cellules. Nous allons présenter les mécanismes d’activation d’AMPK et les outils 
pharmacologiques permettant d’activer ce complexe, les conséquences de son activation sur la 
signalisation intracellulaire et le métabolisme et son rôle dans l’oncogenèse. 
  
Structure	  du	  complexe	  AMPK	  
 
AMPK est composé d’une sous unité catalytique α pour laquelle il existe deux isoformes (α1 
et α2), d’une sous unité adaptatrice β pour laquelle il existe 2 isoformes (β1 et β2), et d’une 
sous unité régulatrice γ pour laquelle il existe 3 isoformes (γ1, γ2 et γ3). Les cellules 
hématopoïétiques n’expriment que l’isoforme catalytique α1.  
 
Au plan structurel, les sous unités α sont composées d’un domaine kinase en N-terminal, 
contenant dans sa boucle d’activation une thréonine (T 172) dont la phosphorylation est 
essentielle à l’activation d’AMPK (Hawley et al., 1996), et d’une région C-terminale qui 
permet la liaison aux autres sous unités du complexe. Les sous unités β contiennent un 
domaine C terminal qui permet la liaison aux sous unités α et γ, un domaine CBM 
(Carbohydrate Binding Module) qui permet l’association au glycogène et un domaine N-
terminal pouvant être myristoylé, ce qui inhibe AMPK en l’absence d’AMP (Oakhill et al., 
2010), ou phosphorylé sur la S 108, ce qui active AMPK (Warden et al., 2001). Les sous 
unités γ contiennent quatre domaines CBS (Cystathionin- β-synthase) capables de lier des 
nucléotides à adénine, dont les domaines 1 et 3 qui peuvent lier ces nucléotides de façon 
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réversible (Xiao et al., 2007). Le domaine 2 ne semble pas lier de nucléotide, alors que le 
domaine 4 est constitutivement associé à l’AMP. 
Mécanismes	  d’activation	  d’AMPK	  
 
L’activation d’AMPK fait intervenir deux voies que sont d’une part les nucléotides à adénine 
reflétant le niveau énergétique et d’autre part les kinases LKB1 et CaMKKβ 
(calcium/calmodulin dependent protein kinase kinase β) (figure 11).  
 
Activation	  par	  les	  nucléotides	  à	  adénine	  
 
L’hydrolyse de l’ATP (adénosine triphosphate) en ADP (adénosine diphosphate) étant le 
principal substrat énergétique des cellules, il n’est pas étonnant que l’évolution ait sélectionné 
un système enzymatique régulateur du métabolisme sensible à ces variations. Il a longtemps 
été considéré que le ratio AMP/ATP était le principal régulateur de l’activité d’AMPK, 
puisque l’on pensait que les concentrations en ADP étaient négligeables du fait de l’activité 
adénylate kinase qui transforme deux molécules d’ADP en une molécule d’ATP et une 
molécule d’AMP (adénosine monophosphate). Plus récemment il a été démontré que l’ADP 
peut également activer AMPK (Oakhill et al., 2011; Xiao et al., 2011) et l’effet de ce 
nucléotide pourrait en fait être plus important que celui de l’AMP dans les conditions 
physiologiques (Bland and Birnbaum, 2011). 
 
En situation normale, la concentration intracellulaire en ATP étant supérieure à celle en AMP, 
les domaines CBS 1 et 3 sont liés à l’ATP et le complexe AMPK est inactif. En situation de 
stress énergétique (augmentation du rapport AMP/ATP et ADP/ATP), l’AMP se fixe aux 
domaines CBS, ce qui va conduire à l’activation d’AMPK selon quatre mécanismes :  
- activation allostérique augmentant d’un facteur 2 à 3 l’activité d’AMPK (Suter et al., 
2006) 
- levée de l’inhibition de la phosphorylation de la T 172 d’AMPK α associée à la 
myristoylation de la sous unité β (Oakhill et al., 2010) 
- protection de la T 172 d’AMPK α vis-à-vis des phosphatases (PP2c dans les tests in 
vitro) (Oakhill et al., 2010) 
- Récemment, il a également été montré que l’AMP (et non l’ADP) augmente l’affinité 
d’AMPK pour l’axin, et permet ainsi la colocalisation de LKB1 et AMPK via un 
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complexe AMPK-Axin-LKB1. Ce complexe est essentiel à l’activation d’AMPK en 
cas de carence énergétique puisque l’invalidation de l’axin compromet l’activation 
d’AMPK en réponse au 2 déoxyglucose (2 DG) ou à l’AICAR (aminoimidazole 
carboxamide ribonucleotide) (Zhang et al., 2013)  
 
On estime que la phosphorylation de la T 172 permet une activation d’AMPK d’un facteur 
200 et que l’activation allostérique par l’AMP multiplie cette activation par un facteur 10, ce 
qui permet au total une variation très importante du niveau d’activité du complexe (Hardie, 
2011). 
 
La découverte de la fixation de l’ADP aux domaines CBS a permis d’affiner ce modèle 
(Bland and Birnbaum, 2011). En effet, l’ADP n’est pas un activateur allostérique de l’AMPK, 
mais protège la T 172 de la déphosphorylation, réalisant une activation partielle d’AMPK. 
Ainsi, en situation de stress énergétique modéré, c’est probablement l’ADP qui se lie 
préférentiellement aux domaines CBS, activant partiellement AMPK. En situation de stress 





Figure 11. Activation de l’AMPK en conditions de stress énergétique. 
La phosphorylation d’AMPK α (T 172) est assurée par l’activité constante de la kinase LKB1. En 
l’absence de stress énergétique (en rouge, à gauche), les domaines CBS de la sous-unité γ sont occupés 
par l’ATP. La phosphorylation de la sous unité α (T172) est inhibée par des phosphatases et par la 
myristoylation de la sous unité β. 
En cas de stress modéré (bleu clair, au milieu), la fixation d’ADP sur les domaines CBS inhibe l’action 
des phosphatases permettant une augmentation de la phosphorylation d’AMPK α (T172), ce qui 
l’active d’un facteur 200 environ. 
En cas de stress énergétique intense (en bleu foncé, à droite), la fixation d’AMP aux domaines CBS 
active AMPK de manière allostérique (figurée par le changement de forme de la sous-unité α), 
augmente la phosphorylation d’AMPK α (T172) en levant l’effet inhibiteur de la sous-unité β 





























Activation	  par	  les	  kinases	  LKB1	  et	  CaMKK	  β	  
 
Il existe deux kinases qui phosphorylent AMPK α sur le résidu T 172 : LKB1, dont l’activité 
est essentielle en cas de variation du rapport AMP/ATP et CAMKK β qui s’active en réponse 
à l’augmentation du calcium cytosolique. TAK1 (TGF β activated kinase) représente une 
troisième kinase d’AMPK qui a été initialement identifiée dans un crible génétique chez la 
levure (Momcilovic et al., 2006), puis décrite comme la kinase d’AMPK en réponse au 
TRAIL (Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand) (Herrero-Martín et al., 





LKB1 (Liver Kinase B1) a été identifiée comme le gène suppresseur de tumeur responsable 
du syndrome de Peutz-Jeghers, une phacomatose qui associe la présence d’hamartomes 
gastro-intestinaux, une prédisposition au cancer et des anomalies de la pigmentation 
(Hemminki et al., 1998). Par la suite, des mutations de ce gène ont été identifiées dans des 
cancers sporadiques, en particulier les cancers du poumon non à petites cellules (environ 30% 
des cas) (Sanchez-Cespedes et al., 2002) ou les cancers du col utérin (environ 20% des cas) 
(Wingo et al., 2009).  
 
LKB1 forme un complexe avec la pseudo-kinase STRAD (STE20-related adaptor) et la 
protéine adaptatrice MO25 (Mouse proteine 25), qui permet sa localisation cytoplasmique 
(Dorfman and Macara, 2008) et son activation constitutive (Zeqiraj et al., 2009). Son rôle 
dans l’activation d’AMPK a été mis en évidence par plusieurs équipes (Hawley et al., 2003; 
Shaw et al., 2004; Woods et al., 2003). 
 
Il faut noter que LKB1 a de nombreux autres substrats (Lizcano et al., 2004), qui permettent 
d’expliquer des divergences de phénotype entre les invalidations de LKB1 et d’AMPK. Ces 
AMPK related kinases (ARK) ont des similarités structurelles (Sun et al., 2013), et 
comprennent plusieurs familles :  
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- NUAK 1 (ou ARK5) et NUAK 2 (SNARK). Il a été proposé un rôle 
oncogénique pour NUAK 1 dans un modèle de mélanome (Namiki et al., 2011) et 
NUAK 2 aurait un rôle indispensable à la survie des cellules au stress métabolique 
induit par la transformation par c-myc (Liu et al., 2012). 
- Les MARK (Microtubule associated protein regulating kinase) comprennent 4 
membres (1 à 4), impliqués dans la mise en place de la polarité cellulaire via la 
protéine Tau et le réseau de microtubules (Drewes et al., 1997). 
- BRSK 1 et 2 (Brain specific kinase, aussi appelées SAD A et B), qui jouent un 
rôle essentiel dans la polarisation neuronale (Kishi et al., 2005) 
- SIK 1 à 3 (Salt Inducible Kinase). SIK 1 joue un rôle important dans l’apoptose 
induite par le détachement des cellules (anoïkis), via p53 (Cheng et al., 2009). Les 
protéines SIK jouent également un rôle dans le contrôle de la néoglucogénèse 
hépatique, puisque leur inhibition stimule la néoglucogénèse de la même manière que 
l’inactivation hépatique de LKB1 (Patel et al., 2014). 
MELK (maternal embryonic leucine zipper kinase) fait partie des AMPK related kinase du 
fait d’un structure proche des autres membres de la famille, mais n’est pas activée par LKB1 
in vitro. Elle semble être oncogénique dans de nombreux cancers (Cheng et al., 2009) et 
pourrait également jouer un rôle important dans la survie des cellules souches cancéreuses 
(Joshi et al., 2013). 
 
L’étude des modèles murins d’invalidation de LKB1 a permis de mieux comprendre son rôle. 
Alors que la délétion homozygote est létale au stade embryonnaire, l’invalidation 
hétérozygote chez la souris réalise un tableau clinique proche du syndrome de Peutz-Jeghers 
(Bardeesy et al., 2002). De façon intéressante, les fibroblastes issus de ces souris sont 
paradoxalement particulièrement résistants à la transformation par l’oncogène H-ras, 
suggérant que le rôle suppresseur de tumeur de LKB1 est complexe, dépendant du stade 
atteint au cours du processus de transformation. Dans les cellules souches hématopoïétiques, 
trois équipes ont publié simultanément le phénotype de l’invalidation de LKB1 dans ce 
compartiment (Gan et al., 2010; Gurumurthy et al., 2010; Nakada et al., 2010), qui rappelle 
celui observé dans les modèles d’activation de mTORC1 : sortie de quiescence des cellules 
souches hématopoïétiques conduisant à la disparition de ces cellules et à l’insuffisance 
médullaire. Le mécanisme reste mal élucidé, mais il apparait clair que cela ne fait pas 
intervenir AMPK puisque l’invalidation d’AMPK n’a pas d’effet sur la maintenance des 
cellules souches hématopoïétiques (Nakada et al., 2010), ni mTORC1 puisque la rapamycine 




En l’absence de modification du rapport AMP/ATP ou ADP/ATP, AMPK peut être activé par 
la CaMKKβ lorsque la concentration en calcium cytosolique augmente (Hawley et al., 2005). 
Ce mécanisme semble particulièrement important dans certains types cellulaires, tels que les 
neurones, les cellules endothéliales ou les lymphocytes T. Il a été suggéré de manière finaliste 
que l’élévation de la concentration en calcium pourrait être un reflet de processus 
métaboliques consommateurs d’énergie et donc un système permettant d’anticiper la 




Il existe de nombreux agents capables d’activer AMPK, selon des mécanismes d’action très 
différents. Grâce à l’utilisation d’un mutant d’AMPK γ R531G dont l’activité est 
indépendante de la fixation d’AMP sur les sous unités CBS, on a pu identifier que certaines 
molécules activent AMPK via la fixation d’AMP aux domaines CBS puisqu’ils sont inactifs 
sur ce mutant. C’est le cas des biguanides, du resveratrol (augmentation du rapport 
AMP/ATP) ou de l’AICAR (métabolisé en ZMP, un AMP-mimétique), ou du composé 13 
(agoniste de l’AMP). D’autres agents gardent toute leur efficacité sur les mutants R531G, et 
activent donc AMPK de manière indépendante du domaine CBS, tels que l’A769662 ou le 
salicylate. Enfin, l’activation d’AMPK par un inophore du calcium (A23187) est inhibée par 
le STO609, attestant que les effets de cet activateur sont médiés par la CaMKK β. 
 
Biguanides	  
Les biguanides (metformine, phenformine) sont une classe thérapeutique majeure, puisque la 
metformine est l’antidiabétique oral le plus prescrit dans le monde et cela depuis longtemps 
puisque Galega officinalis était déjà utilisée pour traiter le diabète au moyen âge. Son principe 
actif est la galégine (isoamylène guanidine), un dérivé de la guanidine, et les biguanides sont 
des molécules de synthèse combinant deux guanidines. La metformine entre dans la cellule 
par un transporteur actif OCT1 ou 2 (organic transporter cation), alors que la phenformine 
entre de manière passive (Hawley et al., 2010). Leur mécanisme d’action le mieux décrit est 
l’inhibition du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale (El-Mir et al., 2000; Owen 
et al., 2000), ce qui conduit à l’augmentation du rapport AMP/ATP et donc à l’activation 
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d’AMPK. Cependant, leur mode d’action est complexe et de nouvelles cibles enzymatiques 
de ces molécules ont encore été identifiées très récemment, comme l’AMP déaminase 
(Ouyang et al., 2011) ou la glycerophosphate deshydrogénase mitochondriale (Madiraju et al., 
2014).  
Il faut également noter que de nombreux effets des biguanides qui étaient initialement 
attribués à leur effet activateur d’AMPK peuvent en fait être expliqués par d’autres relais de 
signalisation. Ainsi, il a été démontré que l’inhibition de mTORC1 par la metformine pourrait 
faire intervenir les RAG GTPases (Kalender et al., 2010), ou REDD1 (Ben Sahra et al., 2011) 
indépendamment d’AMPK. 
Des études épidémiologiques de patients traités par metformine ont permis de mettre en 
évidence une réduction significative de l’incidence de certains cancers (Bowker et al., 2006; 
Evans et al., 2005) et plusieurs mécanismes ont pu être évoqués pour expliquer cette 
observation (Hardie, 2013) : (1) les biguanides entrainent une diminution des taux de facteurs 
de croissance oncogéniques circulants, tels l’IGF 1 ou l’insuline, (2) les biguanides activent 
AMPK, qui a des propriétés de suppresseur de tumeur et (3) les biguanides entrainent un 
stress énergétique qui est délétère pour les cellules cancéreuses. C’est la troisième hypothèse 
qui est actuellement privilégiée, depuis des travaux qui ont démontré une sensibilité exquise à 
la phenformine des cancers délétés pour LKB1, du fait d’une incapacité de ces cancers à 
s’adapter au stress métabolique lié à l’inhibition de la chaîne respiratoire mitochondriale 
(Shackelford et al., 2013). 
 
Resveratrol	  
Le resveratrol est un composé antioxydant initialement isolé du vin rouge, qui inhibe l’ATP 




L’AICAR est un analogue de l’adénosine, convertit par l’adénosine kinase en ZMP, qui peut 
activer AMPK selon les trois mécanismes observés avec l’AMP, bien que de façon moins 
importante (Corton et al., 1995). L’AICAR étant un métabolisé en un analogue de l’AMP, il 
est également capable d’inhiber d’autres enzymes dépendantes de l’AMP, telle que la 
fructose-1-6 bisphosphatase 1 (Vincent et al., 1991). L’AICAR a été testé dans un essai de 
phase I/II (Van Den Neste et al., 2013) chez des patients atteints de leucémie lymphoïde 
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chronique, ce qui a permis de déterminer la dose maximale tolérée et d’observer quelques 
réponses partielles. Notons enfin que les chimiothérapies anti-folates utilisées en cancérologie 
telles que le méthotrexate et le pemetrexed inhibent l’AICAR transformylase, enzyme qui 
dégrade le ZMP produit par les cellules lors de la synthèse des nucléotides puriques. Il n’est 
donc pas exclu qu’une partie des effets anticancéreux de ces chimiothérapies soit expliquée 
par l’activation d’AMPK par le ZMP ainsi accumulé (Allegra et al., 1985). 
Composé	  13	  
 
Le composé 13 a été récemment décrit comme un analogue de l’AMP, qui active AMPK α1 
de manière allostérique et en protégeant la T 172 de la déphosphorylation. La spécificité de ce 
composé pour la sous-unité α1 provient de la séquence peptidique reliant le domaine auto-
inhibiteur au domaine C terminal, puisque l’insertion de cette séquence sur AMPK α2 est 
suffisante pour que le composé 13 soit actif sur AMPK α2. (Hunter et al., 2014). 
A769662	  
Le premier activateur direct d’AMPK mis au point fut le composé A769662 (Cool et al., 
2006) . Il s’agit d’un activateur β1 sélectif, puisqu’il n’active pas la signalisation AMPK dans 
les cellules n’exprimant pas β1 (Scott et al., 2008). Ce composé active AMPK de manière 
allostérique d’une part (Scott et al., 2014) et également en inhibant la déphosphorylation de la 
T 172 (Sanders et al., 2007). C’est pourquoi l’activation complète d’AMPK par ce composé 
requiert la présence de l’une des kinases LKB1 ou CaMKKβ (Goransson et al., 2007). 
Son mécanisme d’action nécessite la présence du domaine CBM de la sous-unité β, même s’il 
n’y a pas de liaison directe du composé à ce domaine (Scott et al., 2008). Très récemment, 
une étude cristallographique a permis de proposer que le composé A769662 protège la T 172 
de la déphosphorylation en favorisant l’interaction du domaine CBM de la sous unité β avec 




Il a récemment été montré que le salicylate, à des concentrations comparables à celles 
obtenues dans le sérum de patients traités par de fortes doses d’aspirine, active de manière 
directe l’AMPK en se liant au même site que l’A769662 (Hawley et al., 2012). Même s’il est 
certain que cette molécule n’est pas spécifique d’AMPK, l’abolition de ses effets 
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hypolipémiants chez les souris n’exprimant pas AMPK atteste de l’importance d’AMPK dans 







Figure 12. Mécanisme d’action des activateurs pharmacologiques d’AMPK. 
A l’état basal (au centre), et en l’absence de stress énergétique, AMPK n’est pas activé. Les 
molécules d’AMP sont symbolisées par des triangles bleus, celles d’ATP par des triangles 
rouges. 
Les activateurs allostériques d’AMPK dépendants des domaines CBS sont décrits dans la 
partie gauche du schéma. Les biguanides et le resveratrol activent AMPK en inhibant la 
synthèse mitochondriale d’ATP et en augmentant ainsi le rapport AMP/ATP. L’AICAR est 
métabolisé en ZMP (triangles verts) qui est une mimétique de l’AMP qui peut se fixer aux 
domaines CBS. Le composé 13 (C13, triangle jaune)) est un agoniste de l’AMP α1 sélectif. 
Ces composés entraînent une activation allostérique d’AMPKα (figurée par le changement de 
forme de la sous-unité α), suppriment l’effet inhibiteur de la myristoylation de la sous-unité β 
sur la phosphorylation de la T 172 et protègent ce résidu de l’action des phosphatases. 
Les activateurs d’AMPK indépendants des domaines CBS sont décrits dans la partie droite du 
schéma (en rouge). L’A769662 et le salicylate entraînent un changement conformationnel de 

































Conséquences	  de	  l’activation	  d’AMPK	  
 
L’activation d’AMPK a de multiples conséquences sur le fonctionnement cellulaire, qui 
conduisent à favoriser les processus cataboliques qui permettent de produire de l’énergie et 
d’inhiber les processus anaboliques consommateurs d’énergie (figure 13). 
 
AMPK exerce ces effets via la phosphorylation de ses cibles sur des résidus sérine ou 
thréonine situés dans un contexte bien défini (Hardie, 2011):  
- résidu basique en P-3 ou P-4 (R, K ou H) qui s’associe à des résidus acides du domaine 
kinase d’AMPK α 
- résidu hydrophobe en P-5 et P+4 (L, M, I, V ou F en P-5, et aussi Q ou N en P+4) qui 
s’associent avec une poche hydrophobe du domaine kinase d’AMPK α. 
 
De plus, AMPK contrôle un programme transcriptionnel via plusieurs intermédiaires :  
 
- AMPK inhibe en les phosphorylant certains facteurs de transcriptions tels SREBP-1c 
(Li et al., 2011b), CRTC2 (CREB-regulated transcription coactivator-2) (Lerner et al., 
2009; Shaw et al., 2005), un coactivateur de CREB (cyclic AMP response element 
binding protein), ou ChREBP (carbohydrate responsive element binding protein) 
(Kawaguchi et al., 2002). 
- AMPK peut avoir des actions sur des régulateurs épigénétiques, par exemple en 
phosphorylant des histones déacétylases de classe II (HDAC-4, -5 et -7), ce qui a pour 
effet d’empêcher leur localisation nucléaire (Mihaylova et al., 2011).  
- AMPK phosphoryle directement la S 36 de l’histone H2B, ce qui semble essentiel à la 
survie des cellules en condition se stress énergétique (Bungard et al., 2010).  
 
Nous allons voir plus en détail les différents processus cellulaires modulés par AMPK, en 
rappelant les différentes voies activées par AMPK sont largement dépendantes du type 
cellulaire et des conditions expérimentales. Les différentes conséquences de l’activation 
d’AMPK décrites ci-dessous ne sont bien entendu jamais réalisées entièrement dans un type 
cellulaire donné.  
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Régulation	  du	  métabolisme	  
 
L’activation d’AMPK a pour effet de favoriser la captation et le catabolisme du glucose, et 
d’inhiber les aspects anaboliques du métabolisme glucidique : 
- Augmentation de la captation du glucose via l’expression membranaire des 
transporteurs GLUT 1 (Barnes et al., 2002), sans que le mécanisme moléculaire précis 
ne soit parfaitement connu. De même, AMPK phosphoryle TBC1D1 qui exerce alors  
une activité GAP vis-à-vis de la GTPase Rab favorisant l’expression membranaire des 
transporteurs GLUT4 (Frøsig et al., 2010) dans les tissus exprimant GLUT4 (cœur, 
muscle, foie). 
- Activation par phosphorylation directe de l’isoforme 2 (exprimée dans le cœur) de la 6 
phosphofructo-2-kinase, une enzyme régulatrice de la glycolyse (Marsin et al., 2000) 
- Inhibition par phosphorylation de la glycogène synthase (Bultot et al., 2012) 
- Inhibition transcriptionnelle de la néoglucogénèse (Koo et al., 2005; Mihaylova et al., 
2011)  
 
De même, AMPK promeut le catabolisme lipidique de plusieurs manières :  
- augmentation de la captation d’acides gras via la translocation du transporteur CD36 
(Bonen et al., 2007) 
- inhibition de la synthèse des acides gras et augmentation de l’oxydation des acides 
gras. En effet, AMPK inhibe par phosphorylation directe (S79) ACC 1 et 2, qui 
réalisent la première étape de la synthèse des acides gras en transformant l’acétyl-CoA 
en malonyl-CoA. Le malonyl-CoA étant un régulateur négatif de l’oxydation des 
acides gras (via l’inhibition de la carnityl-palmitoyl transférase), l’inhibition d’ACC 
permet également de favoriser l’oxydation des acides gras. 
- Inhibition de la synthèse du cholestérol par phosphorylation directe de l’HMG-CoA 
réductase 
- Inhibition de SREBP, et donc du programme transcriptionnel permettant la synthèse 
d’acides gras. 
 
Enfin, l’activation d’AMPK aboutit à une inhibition de la traduction protéique en agissant 
sur l’élongation de la traduction via la phosphorylation d’eEF2K, qui elle même contrôle 
le facteur d’élongation eEF2 (Horman et al., 2002) et sur l’initiation de la traduction via le 
complexe mTORC1. Comme nous l’avons mentionné précédemment, AMPK inhibe 
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mTORC1 de manière indirecte, en activant TSC2 par phosphorylation du résidu S1345 
(Inoki et al., 2003b) et de manière directe en phosphorylant RAPTOR sur les S722 et 792, 
ce qui entraine l’association de RAPTOR à la protéine 14-3-3 (Gwinn et al., 2008). 
 
Régulation	  de	  la	  biosynthèse	  mitochondriale	  
 
L’activation d’AMPK promeut la biosynthèse des mitochondries, ce qui a d’ailleurs conduit 
les agences anti-dopage à interdire l’usage des agonistes d’AMPK pour les sportifs 
(http://list.wada-ama.org/). AMPK contrôle en effet l’activité de PGC-1α suivant un 
mécanisme encore mal compris : AMPK pourrait phosphoryler PGC-1α directement, 
conduisant à son auto-induction transcriptionnelle (Jäger et al., 2007), ou pourrait activer ce 
facteur de transcription en favorisant sa déacétylation par la sirtuin SIRT 1 (Canto et al., 
2010).  
 
Régulation	  de	  l’autophagie	  
 
L’activation d’AMPK promeut l’autophagie de manière indirecte via l’inhibition de mTORC1 
ou la stabilisation de p27kip1, et directement via l’activation d’ULK1 (unc-51-like kinase). 
Nous reviendrons plus en détail sur ces mécanismes dans la partie consacrée à l’autophagie. 
 
Régulation	  du	  cycle	  cellulaire	  
 
L’activation d’AMPK a pour effet de freiner la progression des cellules dans le cycle 
cellulaire, un processus nécessitant de grandes quantités d’énergie. Ainsi, un contrôle direct 
de p53 par AMPK a été observé, via la phosphorylation de p53 sur la S 15, qui est le résidu 
phosphorylé par ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related) et DNAPK (DNA-dependent 
protein kinase) (Jones et al., 2005). Par ailleurs, AMPK peut être activé en aval de p53 en 
formant un complexe avec les sestrin 1 et 2, qui sont régulées au niveau transcriptionnel par 
p53 (Budanov and Karin, 2008). 
AMPK stabilise également par phosphorylation directe la protéine p27KIP1et bloque ainsi la 
progression du cycle cellulaire. Dans les cellules où cet axe AMPK/p27KIP1 est inactivé, les 
stimuli activant AMPK (AICAR, privation en glucose) conduisent à l’apoptose des cellules, 
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soulignant l’importance du contrôle du cycle cellulaire pour la survie des cellules en cas de 
stress (Liang et al., 2007). Plus récemment, une étude phosphoprotéomique a mis en évidence 
d’autres cibles directes d’AMPK impliquées dans la mitose, comme PAK2 (p21 activated 
protein kinase) et PP1R12C (Protein Phosphatase 1 regulatory subunit 12C) (Banko et al., 
2011). 
Régulation	  de	  la	  polarité	  cellulaire	  
 
La polarisation des cellules épithéliales est un des effets majeurs de la kinase LKB1, puisque 
sa seule expression peut suffire à induire la formation d’un pôle apical avec une bordure en 
brosse (Baas et al., 2004). AMPK joue un rôle important dans ce phénotype, puisque 
l’expression d’un mutant dominant activé d’AMPK peut le corriger et que l’activation 
d’AMPK par un stress métabolique tel que le 2DG qui inhibe la glycolyse suffit à induire une 




Figure 13. Conséquences de l’activation d’AMPK. 
L’activation d’AMPK peut avoir des effets sur la plupart des aspects du métabolisme, ainsi que sur 
certains processus particulièrement consommateurs d’énergie comme la progression dans le cycle 
cellulaire ou la traduction des protéines. Il s’agit ici de représenter les différentes cibles décrites 
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AMPK	  et	  cancer	  
Rôle	  suppresseur	  de	  tumeur	  d’AMPK	  
 
Les conséquences fonctionnelles de l’activation d’AMPK (inhibition des processus 
anaboliques et activation des processus cataboliques, inhibition du cycle cellulaire, inhibition 
de l’effet Warburg), ainsi que son activation en aval du gène suppresseur de tumeur LKB1, 
plaident en faveur d’un rôle suppresseur de tumeur d’AMPK.  
L’une des meilleures démonstrations du rôle suppresseur de tumeur d’AMPK provient d’un 
modèle de lymphome B induit par c-myc. Dans ce modèle, l’invalidation d’AMPK entraîne le 
développement de tumeurs plus agressives que dans les animaux sauvages et cela est expliqué 
par le fait qu’AMPK agit comme une kinase « anti-Warburg », en inhibant le facteur de 
transcription HIF1α (Faubert et al., 2013). 
 
Cependant, les mutations d’AMPK sont rares dans les cancers (moins de 3% pour chaque 
sous-unité) (Liang and Mills, 2013) et il n’existe pas de syndrome de prédisposition au cancer 
lié à une mutation inactivatrice hétérozygote d’AMPK, contrairement à ce que l’on observe 
habituellement pour les gènes suppresseur de tumeur. Ce paradoxe est expliqué par plusieurs 
travaux récents qui montrent que dans des conditions de stress métabolique, AMPK promeut 
au contraire la survie des cellules cancéreuses et devient alors indispensable à la progression 
tumorale (Hardie, 2013; Liang and Mills, 2013). 
 
Rôle	  oncogénique	  d’AMPK	  
 
Comme cela avait été observé avec les MEF ayant subi une délétion de LKB1 (Bardeesy et al., 
2002), les MEF invalidées pour AMPK présentent une certaine résistance à la transformation 
par H-ras, puisque la croissance des tumeurs établies à partir de MEF transformées par H-ras 
est drastiquement inhibée dans les cellules n’exprimant pas AMPK (Laderoute et al., 2006).  
Plus récemment, Jeon et collègues ont montré qu’AMPK favorise la survie des cellules 
transformées en leur permettant de mieux contrôler le niveau d’espèces réactives de l’oxygène 
(ROS) (Jeon et al., 2012). En effet, en aval de l’activité d’AMPK, l’inhibition des processus 
anaboliques consommateurs de NADPH et la stimulation de la lipolyse productrice de 
NADPH permet d’augmenter le stock de NADPH et ainsi de diminuer le niveau de ROS. 
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De même, Shackelford et collègues ont montré que l’intégrité de l’axe LKB1-AMPK était 
indispensable à la survie des cellules tumorales en réponse à un stress métabolique tel que 
l’inhibition du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale par la phenformine 
(Shackelford et al., 2013).  
 
Activation	  d’AMPK	  dans	  les	  hémopathies	  malignes	  
 
Le rôle d’AMPK dans la progression tumorale semble donc être complexe, puisque 
l’activation d’AMPK semble exercer un rôle suppresseur de tumeur, mais que la perte totale 
de l’activité AMPK est incompatible avec le développement d’une tumeur, ce complexe étant 
important pour la survie des cellules cancéreuses en situation de stress énergétique. Plusieurs 
travaux ont proposé d’utiliser des activateurs d’AMPK pour le traitement du cancer, y 
compris des hémopathies malignes.  
 
Ainsi, une étude effectuée dans mon laboratoire d’accueil a montré que la metformine 
possède des propriétés antileucémiques in vitro et in vivo (dans le modèle de greffe sous-
cutanée de la lignée MOLM-14 à la souris NUDE) et inhibe mTORC1 et la traduction des 
ARN messagers (Green et al., 2010). Ce travail a été confirmé par la suite, dans une étude qui 
précisait que l’effet anti-leucémique de la metformine est indépendant de la voie AMPK et 
était particulièrement marqué dans les cellules peu glycolytiques (Scotland et al., 2013). 
 
D’autres études ont pu montrer des résultats similaires dans différents types d’hémopathies, 
comme les leucémies aigues lymphoblastiques T (Grimaldi et al., 2012; Rosilio et al., 2013), 
la leucémie myéloïde chronique (Vakana et al., 2011), les lymphomes B et T (Shi et al., 2012) 
ou de façon moins convaincante dans les leucémies aiguës promyélocytaires (Huai et al., 
2012). 
 
Malgré ces études précliniques encourageantes, la metformine peut poser des problèmes 
pharmacocinétiques, puisque les concentrations utilisées in vitro sont de l’ordre du 
millimolaire, alors que les concentrations sériques chez les patients sont de l’ordre de la 
dizaine de micromolaire. Quelques essais cliniques ont tout de même été ouverts, notamment 
en association à la chimiothérapie dans les LAM réfractaires 
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01849276?term=NCT01849276&rank=1), les leucémies aiguës 
lymphoblastiques pédiatriques en rechute  
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(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01324180?term=NCT01324180&rank=1) ou la leucémie lymphoïde chronique 
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01750567?term=NCT01750567&rank=1).  
 
Au plan fondamental, ces études ne permettent pas de répondre à la question du rôle 
oncogénique ou suppresseur de tumeur d’AMPK dans les hémopathies, puisqu’elles reposent 
essentiellement sur l’utilisation de la metformine, dont il est maintenant clairement démontré 
que ses effets anticancéreux sont largement AMPK indépendants. C’est dans ce contexte que 
nous avons décidé d’étudier les effets d’un agoniste direct d’AMPK dans les LAM.  
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La	  voie	  de	  réponse	  intégrée	  au	  stress	  
Activation	  de	  la	  voie	  
 
L’environnement cellulaire comprend des paramètres physiques (température, irradiation, 
soumission à des forces de friction, etc.), chimiques (pH, potentiel d’oxydoréduction, 
concentration en métabolites) et biologiques (contacts cellulaires, présence de cytokines, etc.), 
soumis à une fluctuation constante. Le concept de stress peut être compris comme une 
fluctuation de l’environnement cellulaire au-delà d’un seuil qui menace alors la survie 
cellulaire (Kroemer et al., 2010) et auquel la cellule tente de s’adapter.  
 
Le concept de voie de réponse intégrée au stress (ISR) dans les cellules de mammifères a été 
proposé en 2000 dans une publication qui démontrait le contrôle de la traduction par la 
phosphorylation de la protéine eIF2A (eukaryotic initiation factor 2α) en réponse à différents 
stimuli de stress : déplétion en acide aminé ou stress du réticulum endoplasmique (Harding et 
al., 2000). La phosphorylation d’eIF2A sur le résidu S 51 (chez la souris) ou S 52 (chez 
l’homme) peut être réalisé par 4 kinases (eIF2AK 1 à 4) ayant une homologie structurelle du 
domaine kinase et qui s’activent en réponse à un stimulus de stress de nature différente (Baird 




Figure 14. La voie de réponse intégrée au stress. 
Différents stress (en gris) peuvent activer chacune des kinases d’eIF2A (en orange), qui 
phosphorylent alors eIF2A sur le résidu S 52. La phosphorylation d’eIF2A va empêcher le 
recyclage du complexe d’initiation de la traduction et entraîner une inhibition globale de la 
traduction, mais va paradoxalement permettre la traduction de facteurs de transcription tels que 
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EIF2AK1	  :	  HRI	  
HRI pour Heme-regulated eIF2A kinase est exprimée essentiellement durant l’érythropoïèse. 
Cette kinase possède deux domaines de fixation de l’hème, dont l’un situé dans le domaine 
kinase et qui réprime cette activité (Rafie-Kolpin et al., 2000). En cas de carence martiale, la 
diminution de production d’hème stimule donc l’activité kinase d’HRI, qui via la 
phosphorylation d’eIF2a inhibe alors la traduction, en particulier celle des chaines de globines. 
Chez les souris dont le gène HRI est inactivé, la carence martiale entraîne une anémie 
normocytaire (au lieu de l’anémie microcytaire des souris contrôle), avec des inclusions 
cytoplasmiques dans la lignée érythroïde qui correspondent à la précipitation des chaînes de 
globine produites en excès (Han et al., 2001). 
EIF2AK2	  :	  PKR	  
PKR (Protein Kinase R) est la kinase qui phosphoryle eIF2A en cas d’infection virale. PKR 
possède en effet deux domaines de liaison de l’ARN double brin qui régulent son activité 
(Williams, 2001) et son niveau d’expression est augmenté en cas d’exposition aux interférons 
de type I (Kuhen and Samuel, 1999). La liaison d’ARN double brin active PKR, qui 
phosphoryle alors eIF2A, ce qui a pour effet de limiter la réplication virale via l’inhibition de 
la traduction. Par ailleurs, il a été montré que PKR peut être activée par d’autres stress, 
comme par exemple en cas de stress du réticulum endoplasmique (Nakamura et al., 2010). 
EIF2AK3	  :	  PERK	  
PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase (PERK, parfois appelée aussi Pancreatic eIF2A 
Kinase) est la kinase qui phosphoryle eIF2A en réponse au stress du réticulum endoplasmique. 
La délétion de PERK est responsable du syndrome de Wolcott Rallison, qui associe un 
tableau malformatif et un diabète néonatal avec atrophie du pancréas exocrine (Delépine et al., 
2000). 
Il s’agit d’une protéine transmembranaire, contenant un domaine kinase cytoplasmique et un 
domaine régulateur situé dans la lumière du réticulum endoplasmique, auquel s’associe la 
protéine chaperonne GRP78 (78 kDa glucose regulated protein). Le stress du réticulum 
endoplasmique correspond à la présence d’un excès de protéines ayant une conformation 
anormale, conséquence soit d’une production globale de protéines excessive, soit de divers 
stress métaboliques comme le stress oxydatif (qui perturbe la formation de ponts disulfures), 
la privation en glucose (qui compromet la glycosylation des protéines), etc. Ces protéines mal 
repliées entrent alors en compétition avec PERK pour la liaison de la chaperonne GRP78, ce 
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qui permet une homodimérisation et une autoactivation (par transphosphorylation sur de 
multiples résidus du domaine kinase) de PERK (Walter and Ron, 2011).  
PERK appartient donc au système UPR (Unfolded Protein Response), qui comprend 
également deux autres voies canoniques activées en cas de stress du réticulum 
endoplasmique : 
  
- IRE1 (Inositol Requiring Enzyme 1) est la voie la plus conservée, y compris chez la levure. 
Une fois activée par la dissociation de GRP78 ou alternativement par la liaison directe de 
protéines mal repliées (Gardner and Walter, 2011), IRE1 phosphoryle JNK (c-JUN N-
terminal kinase). IRE1 possède également une activité endoribonucléase qui permet d’une 
part l’épissage de XBP-1 (X-box binding protein 1) (Calfon et al., 2002) et d’autre part la 
dégradation des ARN messagers liés au réticulum selon un processus dénommé Regulated 
IRE1-Dependent Decay (RIDD). La forme épissée de XBP-1 peut alors transloquer dans le 
noyau, où elle favorise la transcription de gènes codant pour des protéines chaperonnes (Lee 
et al., 2003). XBP-1 a un rôle particulièrement important dans la différenciation plasmocytaire 
(Reimold et al., 2001), en particulier pour permettre la production massive 
d’immunoglobulines. De façon intéressante, l’inhibition de l’épissage de XBP-1 permet aux 
cellules de myélome de résister aux inhibiteurs du protéasome, via un phénomène de 
dédifférenciation et la répression de la synthèse d’immunoglobulines, permettant de diminuer 
le niveau de stress du réticulum endoplasmique après exposition au bortezomib (Leung-
Hagesteijn et al., 2013). 
 
- ATF6 (Activating Transcription Factor 6) est une protéine résidente du réticulum 
endoplasmique, qui est transportée dans l’appareil de Golgi en cas de stress du réticulum 
endoplasmique par un mécanisme mal connu. Elle y est clivée par deux protéases (S1P et 
S2P), ce qui libère un fragment N terminal pouvant être transporté dans le noyau où il stimule 
la transcription de gènes codant pour des chaperonnes (GRP78, GRP 94). 
 
Les trois voies du système UPR permettent ainsi une réponse coordonnée des cellules au 
stress du réticulum endoplasmique, en diminuant la charge protéique dans le réticulum 
endoplasmique par inhibition de la traduction et/ou dégradation des protéines via le 
protéasome (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation, ERAD), en augmentant les 
capacités de repliement des protéine et en favorisant l’expansion du réticulum endoplasmique 
(Walter and Ron, 2011). La réponse UPR peut permettre aux cellules de survivre à un stress 
métabolique, mais l’activation prolongée de la réponse UPR peut conduire également à 
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l’apoptose, en particulier lorsque l’activation de la voie PERK/eIF2A persiste en l’absence de 
l’activation des autres voies (Lin et al., 2007). 
EIF2AK4	  :	  GCN2	  
GCN2 (general control non derepressible 2) est la plus conservée des kinases d’eIF2A. Elle 
est activée en cas de privation en nutriments, en particulier en acides aminés, quand la 
quantité d’ARN de transfert (ARNt) non chargés de leur acide aminé augmente. Ces ARNt 
non chargés se fixent alors sur un domaine de GCN2 ayant une homologie avec les Histidyl-
ARNt-synthétases, ce qui conduit à l’activation par autophosphorylation de GCN2. Alors que 
les souris invalidées pour GCN2 n’ont pas de phénotype en conditions normales, elles sont 
particulièrement sensibles à un régime dépourvu de leucine qui est létal dans presque 50% des 
cas, ce qui n’est pas observé chez les souris sauvages (Anthony et al., 2004). Ce phénotype, 
lié à une incapacité à inhiber la synthèse protéique hépatique en cas de privation en leucine 
qui conduit à la diminution de la masse musculaire, souligne in vivo le rôle de GCN2 en 
réponse au stress nutritionnel.  
Au-delà de la privation en acides aminés, l’activation de GCN2 a été rapportée après 
exposition à d’autres stress tels que la privation en glucose chez la levure (Yang et al., 2000), 
l’irradiation par les ultra-violets (Deng et al., 2002), ou l’inhibition du protéasome (Jiang and 
Wek, 2005). 
 
Conséquences	  de	  l’activation	  de	  la	  voie	  ISR	  
 
Contrôle	  de	  la	  traduction	  par	  eIF2A	  
 
L’initiation de la traduction est une étape finement régulée par deux systèmes principaux. La 
première étape est l’association d’eIF4F à la coiffe 7-méthyl guanosine située en 5’ de l’ARN 
messager et cette étape est largement contrôlée par le complexe mTORC1 via la régulation de 
la phosphorylation de 4E-BP1 (cf. supra et figure 11). eIF4F forme alors le complexe 43s, en 
recrutant la sous-unité 40s du ribosome, les autres membres du complexe d’initiation de la 
traduction eIF1, eIFA, eIF5 et eIF2-GTP, cette dernière étant associée à l’ARN de transfert 
pour la méthionine (figure 15). Cette structure va ensuite scanner l’ARN messager de 5’ en 3’ 
jusqu’au codon d’initiation de la traduction et l’hydrolyse du GTP associé à eIF2 permet 
l’association de l’ARN de transfert méthionine avec le codon d’initiation de la traduction. 
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eIF2-GDP est alors libéré et doit être rechargée avec du GTP pour permettre sa réassociation 
avec un ARN de transfert et la formation d’un nouveau complexe 43s qui permettra la 
réinitiation de la traduction. Cette étape est catalysée par eIF2B, un complexe multiprotéique 
qui assure une activité GEF vis-à-vis d’eIF2. Quand eIF2A est phosphorylée sur la S 51, elle 
inhibe eIF2B : l’association d’eIF2 au GTP n’est donc plus assurée, ce qui inhibe globalement 
la traduction (Baird and Wek, 2012). 
 
Alors que la phosphorylation d’eIF2A conduit donc à une diminution globale du niveau de 
traduction des ARN messagers, certaines protéines voient au contraire leur traduction 
augmenter, selon deux mécanismes principaux (figure 16) 
Modèle	  de	  retard	  à	  la	  réinitiation	  
C’est le modèle qui explique l’augmentation de la traduction d’ATF4 quand eIF2A est 
phosphorylée (Vattem and Wek, 2004). En effet, il existe 2 cadres ouverts de lecture situés en 
5’ du cadre ouvert de lecture codant ATF4 sur l’ARN messager d’ATF4. Le premier cadre de 
lecture est lu, la grande sous unité du ribosome 60s se dissocie de la petite, puis la petite sous 
unité 40s continue de scanner l’ARN messager jusqu’au prochain codon d’initiation. En 
situation normale, le niveau d’eIF2-GTP est élevé et le complexe d’initiation de la traduction 
est donc réassemblé lorsque la petite sous-unité arrive au deuxième cadre de lecture. Ce 
deuxième cadre de lecture est chevauchant et décalé avec celui codant ATF4, et il n’y a donc 
pas de traduction d’ATF4. Lorsqu’eIF2a est phosphorylé, le niveau d’eIF2-GTP est diminué, 
et le complexe d’initiation de la traduction n’est pas réassemblé lorsque la petite sous-unité 
arrive au deuxième cadre de lecture. Elle continue alors de scanner l’ARN messager jusqu’au 
cadre de lecture codant ATF4, ce qui lui laisse le temps de s’associer au complexe d’initiation 




Figure 15. Contrôle de l’initiation de la traduction par eIF2A.  
Le complexe 43s comprend eIF4F, eIF1, eIFA, eIF5, la sous-unité 40s du ribosome et eIF2-
GTP qui recrute l’ARN de transfert pour la méthionine. Ce complexe scanne l’ARN messager 
de 5’ en 3’, jusqu’au codon d’initiation de la traduction, où l’hydrolyse du GTP lié à eIF2 
permet le chargement de la méthionine. La reconstitution du complexe nécessite l’activité 
GEF (GTP exchange Factor) d’eIF2A, qui est inhibée quand eIF2A est phosphorylée sur le 





















Modèle	  de	  contournement	  (bypass)	  
C’est le modèle qui explique l’augmentation de la traduction de CHOP (C/EBP homologous 
protein) quand eIF2A est phosphorylé. L’ARN messager de CHOP contient en effet un cadre 
de lecture de 34 acides aminés ayant une séquence Kozak peu favorable, suivi du cadre de 
lecture codant pour la protéine CHOP. En situation normale, la traduction du premier cadre de 
lecture a pour conséquence un arrêt de la lecture de l’ARN messager par le ribosome et il n’y 
a donc pas de traduction de la protéine CHOP. En cas de phosphorylation d’eIF2A, et donc de 
faible abondance d’eIF2-GTP, il n’y a pas d’initiation de la traduction au niveau du premier 
cadre de lecture du fait de la séquence Kozak défavorable et donc pas d’inhibition de la 
traduction du cadre de lecture de CHOP, qui possède une séquence Kozak favorable. 
 
D’autres ARN messagers sont également préférentiellement traduits lorsqu’eIF2A est 
phosphorylé : c’est le cas notamment de GADD34, une phosphatase d’eIF2A qui exerce donc 
un rétrocontrôle négatif, ou de facteurs de transcription tels qu’ATF5 (Zhou et al., 2008). De 
plus, les ARN messagers à traduction cap-indépendante de type IRES (Internal Ribosomal 
Entry Site) pourraient également être moins sensibles au niveau de phosphorylation d’eIF2A 




Figure 16. Mécanismes moléculaires expliquant l’augmentation de la traduction de 
certains ARNm en cas de phosphorylation d’eIF2A. 
 
La situation où eIF2A n’est pas phosphorylé est figurée dans l’encadré bleu (en haut), et celle 
où eIF2A est phosphorylé est figurée dans l’encadré rouge (en bas). 
Les flèches pleines correspondent aux cadres ouverts de lecture (ORF) effectivement traduits 
dans chaque situation. 
Dans le modèle de retard à la réinitiation (cas d’ATF4), l’absence de recyclage d’eIF2 retarde 
le réassemblage des sous unités du ribosome : le 2ème cadre ouvert de lecture (ORF) 
chevauchant avec l’ORF d’ATF4 n’est pas lu, et l’ORF codant ATF4 est traduit. Dans le 
modèle de contournement (cas de CHOP), l’ORF codant CHOP est précédé d’une séquence 
Kozak favorable (rectangle rouge), et d’un ORF précédé d’une séquence Kozak défavorable 
(rectangle rose). En situation basale, la lecture du premier ORF entraîne la dissociation du 
ribosome et de l’ARNm : l’ORF codant CHOP n’est pas traduit. Quand eIF2-GTP n’est pas 
recyclé, le premier ORF n’est pas traduit du fait de sa séquence Kozak défavorable, et c’est 













Conséquences	  de	  l’induction	  d’ATF4/CHOP	  
 
L’activation de la voie de l’ISR par l’une des kinases d’eIF2A va donc entraîner 
l’accumulation de certaines protéines, parmi lesquelles ATF4 et CHOP sont les mieux 
caractérisées.  
 
ATF4 est un facteur de transcription de type basic leucine zipper (bZIP), qui peut former des 
homodimères ou des hétérodimères avec d’autres facteurs de transcription, comme les 
facteurs de transcription de la famille C/EBP, c-jun, c-fos, NRF2, ou CHOP. Les complexes 
ainsi formés se fixent à des séquences CARE de l’ADN et vont activer la transcription de 
gènes tels que l’asparagine synthétase ou la phosphatase GADD34 (Brush et al., 2003). 
Globalement, l’analyse du profil d’expression génique lié à ATF4 montre l’activation d’un 
programme transcriptionnel impliqué dans la réponse aux stress : gènes impliqués dans la 
synthèse ou l’import d’acides aminés, la dégradation des protéines, le contrôle du stress 
oxydatif, l’autophagie et l’apoptose (Teske et al., 2011). 
Les souris invalidées pour le gène ATF4 présentent un phénotype complexe, caractérisé entre 
autre par l’absence de développement du cristallin et des anomalies importantes de 
l’hématopoïèse fœtale hépatique, conduisant au développement d’anémie sévère (Masuoka 
and Townes, 2002).  
 
CHOP est également un facteur de transcription de type basic leucine zipper, qui a été 
largement impliqué dans l’apoptose survenant en réponse à un stress prolongé. Dès 1998, il a 
été montré sur des cellules tubulaires rénales ou sur des fibroblastes embryonnaires murins 
que l’invalidation de ddit3 (le gène codant CHOP) protège les cellules de l’apoptose induite 
par la tunicamycine (Zinszner et al., 1998). Les mécanismes expliquant l’apoptose induite lors 
de l’expression de CHOP sont multiples :  
-inhibition transcriptionnelle de Bcl2 (B cell lymphoma 2) (McCullough et al., 2001), 
-induction transcriptionnelle des protéines proapoptotiques Bim (Puthalakath et al., 2007) ou 
Bax (Fu et al., 2010),  
- induction d’un stress oxydatif via la surexpression d’ERO1α (endoplasmic reticulum 
oxydase 1α), qui pourrait activer indirectement la Calcium/calmodulin dependent protein 
kinase II (CaMKII), elle même induisant des facteurs proapoptotiques tels que Fas (Timmins 
et al., 2009). 
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La stabilisation de CHOP est également inductrice d’autophagie, via la régulation 
transcriptionnelle de nombreux gènes impliqués dans ce processus. Nous reviendrons plus en 
détail sur ce point dans la partie consacrée à l’autophagie. 
 
Voie	  ISR	  et	  cancer	  
 
Rôle	  oncogénique	  de	  la	  voie	  ISR	  
 
Le microenvironnement tumoral, du fait d’une néovascularisation pathologique, présente de 
nombreuses caractéristiques pouvant expliquer l’apparition de stress du reticulum 
endoplasmique, comme par exemple une hypoxie, des anomalies de la glycosylation des 
protéines (résultant de faibles taux de glucose extracellulaires ou de l'acidité du milieu 
extracellulaire), ou un niveau de traduction protéique élevé. De fait, des études immuno-
histochimiques ont pu mettre en évidence la surexpression de GRP 78 par exemple dans les 
cancers mammaires (Fernandez et al., 2000) ou les hépatocarcinomes (Shuda et al., 2003). 
Ainsi, les voies UPR dont fait partie la voie ISR pourraient avoir un rôle pro-oncogénique, en 
permettant aux cellules cancéreuses de s’adapter et de survivre à leur environnement. 
Plusieurs arguments expérimentaux vont dans ce sens :  
 
- l'inactivation de GRP 78 empêche la progression tumorale dans des modèles murins de 
fibrosarcome (Jamora et al., 1996) 
 
- l'inactivation de GCN2 ou d'ATF4 dans des lignées rendent celles-ci plus sensibles aux 
stress métaboliques (privation en glucose, en glutamine) et compromet leur croissance après 
injection à la souris NUDE (Ye et al., 2010). 
 
- l'inactivation de PERK ou une mutation d'eIF2A empêchant sa phosphorylation sur S 51 
compromet la croissance tumorale et la résistance à l'hypoxie dans un modèle de MEF 
transformées par ras V12 (Bi et al., 2005). L'inactivation de PERK est également délétère 
pour la croissance des modèles d'adénocarcinome mammaire, du fait d'une augmentation de la 
production d'espèces réactives de l'oxygène (Bobrovnikova-Marjon et al., 2010). De manière 
intéressante, il a été montré que PERK favorise l'expression de gènes proangiogéniques en 
réponse à l'hypoxie (Blais et al., 2006), dont par exemple le gène codant pour le VEGF sur le 
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promoteur duquel la fixation d'ATF4 a été confirmée par immunoprécipitation 




Ces observations prédisent que les molécules qui inhibent les voies UPR auront une action 
antitumorale, comme cela a pu être décrit avec un inhibiteur de PERK, le GSK2656157, qui a 
démontré une action antitumorale dans plusieurs modèles de lignées cancéreuses humaines 
injectées à la souris NUDE (Atkins et al., 2013). 
 
Rôle	  suppresseur	  de	  tumeur	  de	  la	  voie	  ISR	  :	  une	  cible	  thérapeutique	  ?	  
 
Cependant, la voie ISR peut également être décrite comme suppresseur de tumeur, puisqu’une 
activation excessive de ces systèmes d’adaptation au stress peut entrainer l’apoptose des 
cellules cancéreuses.  
 
Ainsi, l'activation des voies UPR par la tunicamycine ou la thapsigargine a un effet 
proapoptotique sur des cellules primaires de leucémie lymphoïde chronique (Rosati et al., 
2010), ou a été impliquée dans l'apoptose d'une lignée de LAM (U937) après exposition au 
sorafenib (Rahmani et al., 2007). De même, l’activation de la réponse UPR observée après 
blocage du protéasome par le bortezomib explique en partie l’apoptose des cellules 
myélomateuses et le succès clinique de cet agent (Obeng et al., 2006). 
 
Ces observations prédisent dans différentes hémopathies que l’activation du stress du 
reticulum endoplasmique pourrait constituer une cible thérapeutique selon le modèle de la 





Relations	  entre	  les	  voies	  mTORC1,	  AMPK	  ET	  ISR	  
	  
mTORC1	  et	  ISR	  	  
	  Contrôle	  du	  niveau	  de	  la	  voie	  ISR	  par	  mTORC1	  	  
 
Il existe de nombreux arguments expérimentaux démontrant les liens entre la voie mTORC1 
et le système UPR (Unfolded Protein Response), dont la voie ISR est une des branches.  
 
Les travaux d’Ozcan et collègues sur des modèles in vitro et in vivo d’activation de mTORC1 
par KO de TSC1 ou TSC2 ont montré une corrélation entre niveau d’activation de mTORC1 
et activation de la voie eIF2a/ATF4/CHOP (Ozcan et al., 2008). De façon intéressante, un 
traitement d’au moins 6 heures par la rapamycine permettait d’abolir l’activation des voies 
UPR dans les cellules TSC2 KO. Cette étude montrait également que l’hyperactivation de 
mTORC1 sensibilisait les cellules à l’apoptose induite par la tunicamycine, un agent induisant 
un stress du réticulum endoplasmique. Ce travail a été confirmé chez des souris invalidées 
pour TSC2, dans le cerveau desquelles était montré une surexpression de CHOP qui 
disparaissait en cas de traitement par la rapamycine (Nardo et al., 2009). L’hypothèse avancée 
par les auteurs était que l’activation de mTORC1 stimulait la traduction et entrainait ainsi une 
surcharge en protéines stressant le réticulum endoplasmique. 
 
Une autre étude a montré que les cellules n’exprimant pas PTEN avaient un niveau de 
phosphorylation d’eIF2A plus important, via une répression transcriptionnelle de la 
phosphatase CReP (Constitutive Repressor of eIF2A Phosphorylation) par la voie PI3K/Akt 
(Zeng et al., 2011). Cependant, cette étude n’apportait pas d’information sur le rôle de 
mTORC1 en aval d’Akt dans ce modèle. 
 
Un autre mécanisme a été récemment proposé par Babcock et collègues, qui ont montré que le 
niveau d’activation de mTORC1 module la sensibilité au stress du reticulum endoplasmique 
induit par le bortezomib (Babcock et al., 2013). Cette étude démontrait élégamment que le 
prétraitement par rapamycine de cellules TSC2 KO diminue leur sensibilité au bortezomib et 
que cela corrèle avec une absence d’induction de l’expression des protéines ATF4 et CHOP 
dans les cellules prétraitées. Les auteurs mettent en évidence une régulation transcriptionnelle 
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d’ATF4 par la rapamycine, via la fixation de c-myc sur le promoteur d’ATF4. Après 
inhibition de mTORC1, c-myc ne se localise plus dans le noyau ce qui diminue la 
transcription d’ATF4 dépendante de c-myc. Cette étude propose donc un mécanisme 
indépendant de la traduction pour relier mTORC1 et stress du reticulum endoplasmique, via le 
contrôle transcriptionnel d’ATF4. L’importance du contrôle transcriptionnel d’ATF4 avait 
déjà été suggérée dans la réponse au stress induit par l’irradiation aux ultra-violets (UV) (Dey 
et al., 2010). Contrairement à ce qui était observé avec la thapsigargine, un inducteur de stress 
du reticulum endoplasmique, il avait en effet été constaté que les UV entraînent une 
phosphorylation d’eIF2A, mais pas de surexpression d’ATF4, et cela était lié à une absence 
de stimulation transcriptionnelle d’ATF4 en réponse aux UV. 
 
Chez la levure, un contrôle négatif de la voie ISR par TORC1 a été montré (Cherkasova and 
Hinnebusch, 2003). En effet, TOR contrôle indirectement la phosphorylation inhibitrice de 
GCN2 sur le résidu S 577 et l’inhibition de TOR par la rapamycin entraine dans ce modèle 
une phosphorylation plus importante d’eIF2A. Cependant, cette observation n’a pas été 
rapportée chez les eucaryotes supérieurs. 
 
Contrôle	  de	  mTORC1	  par	  la	  voie	  ISR	  
 
Il existe également des observations d’un contrôle de mTORC1 en aval de l’activation de la 
voie ISR, même si les résultats semblent largement dépendants du modèle expérimental. 
Ainsi, il a été démontré que l’expression de REDD1, un inhibiteur de mTORC1, est 
augmentée en cas de stimulation des voies UPR par la thapsigargin ou la tunicamycin et que 
cet effet disparait dans les cellules KO pour PERK ou ATF4 (Kimball and Jefferson, 2012; 
Whitney et al., 2009). De même, Il a été démontré que TRB3, qui est une cible 
transcriptionnelle de CHOP (Ohoka et al., 2005), inhibe Akt par une interaction directe (Du et 
al., 2003) et pourrait donc inhiber mTORC1 en aval d’Akt.  
D’autres travaux suggèrent au contraire que mTORC1 peut être activé en aval de la voie PI3K 
en cas de stress pharmacologique du reticulum endoplasmique (Yamazaki et al., 2009), au 




mTORC1	  et	  AMPK	  	  
 
Nous avons déjà évoqué le contrôle inhibiteur de mTORC1 par AMPK, directement via la 
phosphorylation de RAPTOR qui dissocie le complexe mTORC1 et indirectement via 
l’activation de TSC2 d’une part, et la compétition pour le ragulator d’autre part. 
Il est intéressant de noter également qu’une étude a proposé un rétrocontrôle de l’activité 
d’AMPK par mTORC1. Ainsi, il a été observé dans l’hypothalamus de souris que p70S6K 
phosphoryle AMPKα2 sur le résidu S 491, ce qui a pour effet d’inhiber AMPK (Dagon et al., 
2012). Cette phosphorylation est importante pour l’inhibition d’AMPK en réponse à la leptine 
et le contrôle de la prise alimentaire. 
 
AMPK	  et	  ISR	  
 
Il existe plusieurs études suggérant une activation de la voie de l’ISR en aval d’AMPK, mais 
d’autres études proposent au contraire une inhibition des voies UPR par AMPK. Il est 
probable que ces discordances proviennent largement de l’utilisation d’activateurs non 
spécifiques d’AMPK, tels que les biguanides. 
 
Activation	  de	  la	  voie	  ISR	  en	  aval	  d’AMPK	  
 
Chez la levure, eIF2A est phosphorylée par GCN2 en cas de privation en histidine. Il a été 
montré que l’activation de cette voie était diminuée en l’absence de Snf1, l’orthologue 
d’AMPK, avec alors une diminution de l’autophorylation activatrice de GCN2. De plus, en 
l’absence de glucose, Snf1 favorise la phosphorylation d’eIF2A en inhibant les deux 
phosphatases Glc7 et Sit4 (Cherkasova et al., 2010). 
 
Dans les cellules de mammifères, il est connu depuis longtemps que la privation en glucose 
active les voies du système UPR et certains auteurs ont proposé que ce stimulus puisse activer 
exclusivement la voie PERK (Gomez et al., 2008). Plus récemment, des auteurs ont démontré 
l’activation de PERK et IRE1 en réponse à la phenformine, de façon dépendante d’AMPK 
(Yang et al., 2013). Citons également un travail montrant l’activation spécifique de la voie 
PERK/eIF2a par la metformine dans les cardiomyocytes (Quentin et al., 2012). 
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Aucune de ces études ne propose de mécanisme moléculaire pour expliquer l’effet de 
l’AMPK sur les voies UPR et en particulier sur la voie PERK. Dans un travail sur les 
leucémies aiguës lymphoblastiques, il a été montré de façon préliminaire que la metformine 
inhibe l’expression de la chaperonne GRP 78 et induit l’activation des voies IRE1 et PERK de 
façon AMPK dépendante (Leclerc et al., 2013). 
 
Inhibition	  de	  la	  voie	  ISR	  en	  aval	  d’AMPK	  
 
D’autres travaux proposent au contraire une inhibition de la voie ISR en aval d’AMPK. Ainsi, 
il a été montré sur des cardiomyocytes de rat que l’activation d’AMPK par l’AICAR 
diminuait l’activation des voies UPR en réponse à l’hypoxie (Terai et al., 2005). Des résultats 
similaires ont été retrouvés dans des cellules épithéliales tubulaires rénales, où la metformine 
diminuait l’induction des voies UPR (mesurées par l’induction de CHOP et GRP94) en 
réponse à divers agents tels que la glucosamine ou le 2 déoxyglucose (Thériault et al., 2011). 
Cependant, ces observations n’étaient pas confirmées avec la tunicamycine et ne semblaient 
pas dépendre d’AMPK.  
 
 
On constate donc que de nombreuses relations existent entre la voie anabolique majeure que 
constitue mTORC1 et les deux voies cataboliques de réponse au stress AMPK et ISR (figure 
17). Ces trois voies convergeant entre autre vers le processus macromoléculaire d’autophagie, 




Figure 17. Relations entre les voies mTORC1, ISR et AMPK 
Les connections activatrices sont symbolisées par des flèches, et celles inhibitrices par des 
barres. Les connections les mieux caractérisées (au plan moléculaire et dans différents 
















L’autophagie est un processus cellulaire par lequel une partie du matériel cellulaire est 
séquestrée par une vésicule à double membrane, puis adressée au lysosome pour y être 
digérée. Ce terme comprend différentes formes d’autophagie, dont l’autophagie médiée par 
les chaperonnes (où les protéines cytoplasmiques transloquent dans le lysosome), la 
microautophagie (où la membrane lysosomale s’invagine, ce qui permet la digestion de petites 
quantités de cytoplasme) et la macroautophagie dont il sera question ici en utilisant le terme 
« autophagie ». C’est un processus qui permet aux cellules d’assurer l’élimination des 
organites ou macromolécules dysfonctionnels, et ainsi de recycler des macromolécules ou des 
acides aminés. En conditions de stress, la suractivation du processus d’autophagie peut alors 
permettre aux cellules de survivre. Cependant, une activation excessive et dérégulée de 
l’autophagie peut aussi conduire à la mort cellulaire, bien que cette notion de mort cellulaire 
par autophagie ait probablement été utilisée excessivement (Kroemer and Levine, 2008). 
 
Le processus d’autophagie est connecté au système ubiquitine-protéasome qui est l’autre 
système majeur de dégradation des protéines. Au plan moléculaire, les deux systèmes 
reposent sur l’identification des substrats pas la conjugaison de molécules d’ubiquitine, même 
si les résidus utilisés pour la polyubiquitinylation ne sont pas les même pour l’adressage au 
protéasome (K 49) ou pour l’adressage aux autophagosomes (K 63 ou monoubiquitinylation) 
(Kirkin et al., 2009). Au plan fonctionnel, il a été observé dans de nombreux modèles que 
l’inhibition du protéasome entraîne une activation de l’autophagie, en partie via 
l’augmentation du stress du réticulum endoplasmique et l’activation des voies UPR (Ding et 
al., 2007). Au contraire, l’inhibition de l’autophagie compromet le fonctionnement du 
protéasome, probablement du fait de l’accumulation de p62/SQSTM1 qui pourrait empêcher 
la reconnaissance des protéines ubiquitinylées par le protéasome (Korolchuk et al., 2009). 
Description	  moléculaire	  
 
L’autophagie est un processus complexe qui comprend plusieurs étapes successives :  
- formation et expansion d’une double membrane appelée phagophore ou membrane 
d’isolation. L’origine du phagophore est probablement une région spéciale du 
réticulum endoplasmique située à proximité des mitochondries, nommée MAM pour 
mitochondria associated endoplasmic reticulum membrane (Lamb et al., 2013).  
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- fusion des deux extrémités du phagophore pour former un autophagosome, qui 
contient du matériel cytoplasmique (cytosol et organites) 
- fusion de l’autophagosome avec le lysosome pour former l’autophagolysosome, après 
transport de l’autophagosome le long des microtubules faisant intervenir la dynéine 
(Ravikumar et al., 2005) 
- dégradation du contenu de l’autophagosome par les hydrolases lysosomales et export 
des macromolécules produites vers le cytoplasme. 
 
Le contenu des autophagosomes peut être non spécifique (cytoplasme), ou peut intéresser 
spécifiquement certains organites comme par exemple les mitochondries (mitophagie) (Lu et 
al., 2013a). Dans ces cas d’autophagie sélective, les organites cibles sont marqués par le 
système ubiquitine, et reconnus par la protéine LC3 via des intermédiaires moléculaires tels 
que p62/SQSTM1, ou NBR1 (neighbour of BRCA1 gene 1) possédant un domaine LIR (LC3 
interacting region) (Kirkin et al., 2009). Qu’elle soit spécifique ou non, l’autophagie nécessite 
la formation d’autophagosomes, selon plusieurs étapes qui font intervenir une vingtaine de 
gènes très conservés parmi les espèces, que l’on peut regrouper en quatre complexes (figure 
18). Ces gènes ont été initialement décrits chez la levure et leurs différents orthologues chez 
l’humain seront indiqués systématiquement lorsqu’ils sont connus:  
 
- l’initiation fait intervenir le complexe Atg13 / Atg7 (orthologue FIP200 (Focal 
adhesion kinase family interacting protein of 200kDa)) / Atg1 (orthologues ULK1 et 
ULK2),  complexe qui interagit avec les membranes via le domaine C-terminal 
d’ULK1 (Chan et al., 2009). mTORC1 phosphoryle directement ULK1 sur le résidu S 
757, ce qui inhibe cette kinase et AMPK la phosphoryle sur les résidus S 317 et 777, 
ce qui l’active (Kim et al., 2011). Le rôle de ce complexe dans l’autophagie varie 
selon les types cellulaires, puisque l’invalidation d’ULK1 par ARN interférence dans 
les cellules HEK-293T inhibe l’autophagie (Jung et al., 2009), mais l’invalidation 
génétique de ULK1 chez la souris n’empêche pas l’autophagie dans la plupart des 
tissus (Kundu et al., 2008). 
 
- La nucléation est assurée par les complexes impliquant Vps34. Vps34 est une 
phosphatidylinositol-3-kinase de classe III, qui permet la formation de 
phosphatidylinositol-3-phosphate. Le phosphatidylinositol-3-phosphate va alors 
recruter des effecteurs, parmi lesquels les protéines WIPI (WD repeat domain 
phosphoinositide interacting) qui favorisent la formation des autophagosomes. Vps34 
 94 
s’associe à Atg6 (orthologue Beclin 1) et Vps15 (orthologue p150), et à d’autres 
partenaires au sein de différents complexes ayant des rôles distincts dans 
l’autophagie : 
o l’association à Atg14 (orthologue Atg14L) et AMBRA1 (activating molecule 
in beclin 1 related autophagy 1) forme le complexe I, qui régule les premières 
étapes de formation de l’autophagosome et promeut l’autophagie 
o l’association à UVRAG (ultraviolet irradiation resistance associated gene), 
définit le complexe II, impliqué dans des étapes de maturation des 
autophagosomes 
o l’association à UVRAG et Rubicon forme le complexe III, qui inhibe la 
formation des autophagosomes (Matsunaga et al., 2009). 
 
La formation et l’activation de ces complexes sont régulées par de nombreuses voies 
de signalisation. Ainsi, Bcl2 interagit avec Beclin 1 et empêche ainsi son interaction 
avec Vps34 (Pattingre et al., 2005). La phosphorylation de Bcl2 par JNK1 (Wei et al., 
2008) ou par DAPK (Death Associated protein Kinase) (Zalckvar et al., 2009) entraîne 
la dissociation du complexe Bcl2-Beclin1, et permet donc l’association de Beclin 1 
avec Vps34.  
 
- L’élongation du phagophore fait intervenir les complexes Atg8 (orthologue LC3 
(microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3)) et Atg12 qui sont deux 
systèmes de conjugaison. LC3 et Atg12 sont des protéines ayant une structure proche 
de celle de l’ubiquitine, qui sont conjuguées par des systèmes enzymatiques successifs 
proches du système des ubiquitine ligases. LC3 est ainsi clivée par la protéase Atg4 
pour devenir LC3-I, activée par Atg7, puis conjuguée au phosphatidyléthanolamine 
(LC3-II) par Atg3. Atg12 est conjuguée à Atg5 par une réaction faisant intervenir 
Atg7 et Atg10, puis s’associe à Atg16L. Ces deux complexes de conjugaison 
interagissent et sont nécessaires à l’activation complète de l’autre complexe (Yang and 
Klionsky, 2010). 
 
- Après la fusion avec le lysosome, le contenu de l’autophagosome est dégradé par les 
hydrolases lysosomale. Les macromolécules et acides aminés ainsi générés sont 
exportés dans le cytoplasme par des perméases de la membrane lysosomale, comme 
Atg22 par exemple. Le recyclage des protéines de l’autophagie implique la protéine 
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transmembranaire Atg9 (orthologue mAtg9), qui permet également de fournir des 
membranes pour les étapes d’élongation du phagophore (Yamamoto et al., 2012). 
 
Ces différentes étapes constituent ce que certains auteurs ont proposé d’appeler la voie 
canonique de l’autophagie, par opposition à des voies non canoniques de l’autophagie 
pouvant être définies par exemple par l’absence de rôle de certains des complexes définis ci-
dessus (Codogno et al., 2012). 
Ainsi, une induction d’autophagie indépendante des complexes Beclin-Vps34 mais 
dépendante d’Atg7 et Atg5-Atg12 a été décrite en réponse au resveratrol, un inhibiteur de 
l’ATP synthase qui active indirectement AMPK (Mauthe et al., 2011; Scarlatti et al., 2008). 
Cette autophagie indépendante de Beclin1 a été également décrite dans des modèles de 
neurones exposés à divers agents (staurospaurin, etoposide) (Grishchuk et al., 2011). 
De même, il a été également décrit une autophagie ULK 1 indépendante (Cheong et al., 
2011) : les MEF invalidées pour ULK 1 et 2 ne peuvent pas activer l’autophagie en cas de 
privation en acides aminés, mais sont capables de le faire en cas de privation en glucose ou 
d’inhibition de la glycolyse ou en réponse à l’élévation de la concentration en ammoniaque. 
Enfin, des observations d’autophagie en l’absence d’Atg5 ou Atg7 ont été décrites : dans ces 
situations, il n’y a pas de lipidation de LC3 et les membranes des autophagosomes 





Figure 18. Description moléculaire de la voie canonique de l’autophagie. 
Les différents complexes moléculaires impliqués successivement dans la formation des 
autophagosomes sont représentés schématiquement. Le contrôle de ces différents complexes par les 





























Régulation	  de	  l’autophagie	  par	  les	  voies	  mTORC1,	  AMPK	  et	  ISR	  
 
Inhibition	  de	  l’autophagie	  par	  mTORC1	  
 
mTORC1 a été parfaitement identifié comme étant un inhibiteur de l’autophagie chez la levure 
(Noda and Ohsumi, 1998) comme chez les eucaryotes supérieurs (Ravikumar et al., 2004). Le 
mécanisme implique le contrôle par mTORC1 du complexe ULK1 – ATG13– FIP200. En effet, 
mTORC1 inhibe ULK par phosphorylation directe du résidu S 757 (Jung et al., 2009) et l’inhibition 
de cette phosphorylation (par la privation en acides aminés ou le traitement par rapamycine) active 
l’autophagie. 
D’autres mécanismes expliquent l’inhibition de l’autophagie par mTORC1. Ainsi, mTORC1 
phosphoryle DAP1 (Death Associated protein 1) sur les résidus S 3 et 51, ce qui active cette protéine 
elle-même inhibitrice de l’autophagie (Koren et al., 2010).  
 
De façon contradictoire, il est possible que l’activation de mTORC1 puisse favoriser l’autophagie 
dans certains contextes cellulaires ou en réponse à certains stimuli. C’est le cas notamment dans des 
lignées de cancer colique, où la thioguanine favorise l’autophagie. Dans ces lignées, l’inhibition 
concomitante de mTORC1 par la rapamycine empêche l’induction d’autophagie (Zeng and Kinsella, 
2008). 
 
Induction	  de	  l’autophagie	  par	  AMPK	  
 
Une partie des effets d’activation de l’autophagie en aval d’AMPK est médiée par l’inhibition 
de mTORC1 par AMPK (cf. supra).  
 
Un mécanisme direct d’activation de l’autophagie a été démontré plus récemment, puisque 
AMPK est capable de phosphoryler ULK1 (S 555), ce qui active cette kinase qui est 
essentielle aux premières étapes de la formation des autophagosomes (Egan et al., 2011). En 
particulier, l’autophagie induite par cet axe AMPK/ULK1 semble particulièrement importante 
pour la mitophagie, puisque l’invalidation de cet axe conduit à une accumulation de 
mitochondries malformées (Egan et al., 2011). 
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AMPK régule aussi l’autophagie au niveau des complexes Vps34. En effet, AMPK 
phosphoryle directement Beclin1 (phosphorylation activatrice) et Vps34 (phosphorylation 
inhibitrice). En présence d’Atg14L, la phosphorylation de Beclin 1 est favorisée et celle de 
Vps34 est inhibée, ce qui explique qu’AMPK active les complexes contenant Atg14L 
favorisant l’autophagie, aux dépens des complexes contenant Rubicon inhibant l’autophagie 
(Kiem et al., 2013). De façon importante, ce mécanisme d’activation permet à AMPK 
d’activer l’autophagie de façon indépendante d’ULK1. 
 
Enfin, un autre mécanisme a été décrit pour expliquer l’induction d’autophagie par AMPK. 
En effet, la stabilisation de p27kip1 par AMPK non seulement bloque la progression dans le 
cycle cellulaire, mais promeut l’autophagie. L’expression du mutant de p27 
phosphomimétique du site phosphorylé par AMPK (T198D) est suffisante pour induire 
l’autophagie (Liang et al., 2007). 
 
Induction	  de	  l’autophagie	  par	  la	  voie	  ISR	  
 
De nombreux travaux ont montré que l’activation des voies UPR favorise l’autophagie 
(Høyer-Hansen and Jäättelä, 2007). Concernant la voie ISR plus particulièrement, il a été 
montré que la voie PERK/eIF2A contrôle au niveau transcriptionnel le niveau d’expression 
d’ATG12, et favorise l’autophagie en réponse à des peptides de polyglutamine (Kouroku et al., 
2006). De même, la phosphorylation d’eIF2A par PKR contrôle l’autophagie induite par 
l’infection par herpes simplex (Tallóczy et al., 2002). D’autres travaux ont montré que CHOP 
active la transcription de nombreux gènes de l’autophagie tels que LC3 et ATG5 (Rouschop 
et al., 2010). Plus récemment, ce travail a été confirmé et généralisé, avec la mise en évidence 
d’une activation transcriptionnelle par CHOP et ATF4 d’un réseau de gènes essentiels à 
l’autophagie tels que p62/SQSTM1, ATG7, ATG12, Beclin 1 et la démonstration de la 
fixation de dimères CHOP/ATF4 sur une séquence AARE (amino acid response element) du 




Autophagie	  et	  cancer	  
 
Comme nous l'avons vu avec la voie AMPK ou la voie de l'ISR, le rôle de l'autophagie dans le 
cancer est complexe et ce processus ne peut pas être considéré de manière univoque comme 
suppresseur de tumeur ou oncogénique. 
 
Rôle	  suppresseur	  de	  tumeur	  de	  l'autophagie	  
 
Plusieurs arguments permettent de proposer un rôle essentiellement suppresseur de tumeur de 
l'autophagie (Lorin et al., 2013). Ainsi, l'existence de mutations inactivatrices de gènes 
importants pour l'autophagie dans des cancers sporadiques, comme c'est le cas par exemple 
pour le gène codant Beclin1 dans environ 50% des cancers du sein ou de l'ovaire. 
L'invalidation génétique hétérozygote de Beclin1 chez la souris favorise la survenue de 
tumeurs spontanées (Qu et al., 2003), même s'il faut noter qu'il n'a pas été observé 
d'invalidation du deuxième allèle dans les modèles murins. Ces données suggèrent que 
l'haploinsuffisance de Beclin1 est oncogénique, mais que son invalidation totale n'apporte pas 
d'avantage sélectif supplémentaire ou pourrait être délétère à la progression tumorale. 
Plusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer comment l'autophagie exercerait ce rôle 
suppresseur de tumeur, comme par exemple la régulation du facteur de transcription NRF2 
(nuclear factor erythroid 2 [NF-E2]-related factor 2) (White, 2012). NRF2 est un facteur de 
transcription qui favorise l'expression des gènes impliqués dans la réponse anti-oxydante et 
qui est dégradé par son interaction avec l'E3 Ubiquitin ligase KEAP1 (Kelch like-ECH-
associated protein 1). p62/SQSTM1, un des substrats de l'autophagie, peut se lier à KEAP 1 et 
ainsi protéger NRF2 de la dégradation. En l'absence d'autophagie, l'accumulation de 
p62/SQSTM1 permet donc l'expression du programme transcriptionnel antioxydant en aval de 
NRF2, qui permet aux cellules cancéreuses de survivre au stress oxydatif souvent élevé dans 
l'environnement tumoral. 
 
Rôle	  oncogénique	  de	  l'autophagie	  
 
Alors que nous avions présenté l'existence de mutations de Beclin1 ou d'autres gènes de 
l'autophagie dans les cancers sporadiques comme un argument en faveur du rôle suppresseur 
de tumeur de ce processus, on peut également souligner que l'absence de perte d'hétérozygotie 
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démontre l'importance de l'autophagie dans le développement tumoral. De plus, l'autophagie 
pourrait être importante pour permettre aux cellules de s'adapter et survivre au stress 
oncogénique, comme en atteste par exemple l'induction d'autophagie dans les cellules 
transformées par H- ou K- ras V12 et la résistance à la transformation par H- ou K-ras V12 
des cellules où l'autophagie est inhibée (Guo et al., 2011). 
Il est probable que l'autophagie soit essentielle aux cellules cancéreuses pour lutter contre les 
différents stress auxquelles elles sont soumises, comme par exemple l'hypoxie. En effet, il a 
été noté une plus grande abondance d'autophagosomes dans les zones hypoxiques des tumeurs 
(Degenhardt et al., 2006). En cas d'hypoxie, le facteur de transcription HIF1α n'est plus 
dégradé et peut favoriser la transcription de ces gènes cibles, parmi lesquels BNIP3, une 
protéine à domaine BH3 qui va libérer Beclin1 de son interaction avec Bcl2 et ainsi 
promouvoir l'autophagie (Mazure and Pouysségur, 2009).  
 
Ainsi, le rôle de l'autophagie dans la transformation et la croissance tumorale semble 
complexe et probablement largement dépendant du contexte tissulaire et moléculaire du 
cancer. Compte tenu de ces remarques, il est probable que l'autophagie puisse représenter une 
cible thérapeutique en oncologie, même si les deux stratégies d'inhibition ou d'activation de ce 





OBJECTIFS	  DE	  LA	  THESE	  
 
Mon travail de thèse a consisté en l’étude des effets du composé GSK621, un activateur direct 
d’AMPK dans les LAM. Cet activateur direct a été développé par les laboratoires 
GlaxoSmithKline comme agent antidiabétique et nous a permis d’évaluer le potentiel 
thérapeutique de l’activation d’AMPK dans les LAM. Les objectifs de ce travail étaient donc 
1/ de caractériser l’effet anti-leucémique du composé GSK621 dans différents modèles de 
LAM et en particulier dans des cellules primaires (en comparant des cellules issues de 
patients atteints de LAM et des cellules hématopoïétiques normales issues de donneurs 
sains) ; 2/ de confirmer la spécificité de ce composé vis à vis de l’AMPK ; 3/ de comprendre 
les mécanismes moléculaires expliquant la mort des cellules leucémiques après l’activation 







Les résultats obtenus au cours de mon travail de thèse ont été regroupés pour leur majeure 
partie au sein d’un manuscrit écrit en anglais et destiné à être soumis prochainement à la 
revue Nature Medicine. Ce manuscrit est fourni dans son intégralité dans mon mémoire de 
thèse, et sera suivi d’un résumé en français des principaux résultats qui y sont décrits. Je 
présenterai ensuite les résultats expérimentaux suggérant qu’une nouvelle cible d’AMPK, la 
kinase PERK, pourrait jouer un rôle dans les effets antileucémiques produits par l’activation 
d’AMPK. Ces derniers résultats ne sont pas encore assez aboutis pour justifier une publication 
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New strategies specifically targeting leukemic cells while sparing normal tissues, 
including the hematopoïetic compartment, are desperately needed to treat acute myeloid 
leukemia (AML) patients. AMP-Activated Protein Kinase (AMPK) is a master regulator 
of cellular metabolism1 that turn off energy-consuming cellular processes upon energy 
starvation. Among important AMPK relays is the mammalian Target of Rapamycin 
Complex 1 (mTORC1), which controls protein synthesis, lipid and glucose metabolism 
and displays a critical role in the regulation of autophagy2. We report here that specific 
AMPK activation (using GSK621) selectively kills AML cells but spares normal 
hematopoietic progenitors. Cytotoxicity of GSK621 against AML cells involves the 
activation of autophagy that is independent of mTORC1 inhibition. Conversely, this 
differential sensitivity to GSK621 is dependent on a constitutive mTORC1 activity in 
AML cells. Strikingly, AMPK and mTORC1 are involved in a unique synthetic lethal 
interaction that is abrogated in AML cells by chemical or genetic ablation of mTORC1 
signaling. The same synthetic lethality can be established in CD34+ hematopoietic 
progenitors by constitutive activation of AKT or enhanced in AML cells by deletion of 
TSC2. The amplitude of mTORC1 activation thus determines cytotoxicity induced by 
AMPK in AML. 
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 To directly and potently target AMPK, we developed a thienopyridone-derived3 
compound hereby referred to as GSK621 (Figure 1A) that consistently activated AMPK 
recombinant heterotrimers in vitro (Supplemental Figure 1A). GSK621 was significantly 
more potent than the tool compound A-7696624 at inducing AMPK activation, as measured 
by the level of acetyl-CoA carboxylase (ACC) phosphorylation (Figure 1B). Hence, we 
explored AMPK-dependent signaling pathways in GSK621-treated AML cell lines (MOLM-
14, HL-60 and OCI-AML3) and in primary AML samples. As shown in Figure 1C, GSK621 
markedly increased phosphorylation at AMPKa T172, a marker of AMPK activation, and also 
stimulated the phosphorylation of well-characterized direct AMPK substrates (ACC S79 and 
ULK-1 S555)5. To clarify whether these effects are dependent on AMPK, we utilized mouse 
embryonic fibroblasts (MEFs) from AMPK α1 and α2 homozygous knockout animals6.  In 
contrast with wild-type MEFs, GSK621 was unable to induce AMPK substrate 
phosphorylation in knockout MEFs (Ampk-/- MEFs) (Supplemental Figure 1B). Significantly, 
GSK621 decreased the viability of wild-type (Ampk+/+) MEFs but had minimal effects on the 
viability of Ampk-/- MEFs (p<0,001, Figure 1D).  The specific toxicity of GSK621 in cells 
with AMPK was not the case for other putative AMPK activators, including A-769662, which 
were toxic to both wild-type and Ampk-/- MEFs (Supplemental Figure 1C). To confirm 
GSK621 specificity in AML cells, we depleted MOLM-14 cells of AMPKα1, which is the 
only AMPK catalytic subunit isoform expressed in hematopoïetic cells (Supplemental Figures 
1D-E). We incubated AMPKα1 knockdown MOLM-14 cells (generated using lentivirally-
transduced shRNAs) with vehicle or GSK621. AMPKα1-depleted cells had reduced annexin 
V positivity after treatment with GSK621 (43.9% versus 73% for scrambled shRNA, P<0,01; 
Supplemental Figure 1F). To confirm these results, we deleted the PRKAA1 gene that encodes 
AMPKα1 by CRISPR/Cas9 genome editing7. As observed with knockdown, PRKAA1-deleted 
cells were significantly protected from GSK621-induced apoptosis (Figure 1E). Repeated 
exposure to GSK621 in PRKAA1-deleted cells led to the gradual selection of GSK621-
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resistant cells consistent with a further reduction in AMPKα1 protein expression (Figure 1E). 
In contrast, cells transduced with a non-targeted (SCR for scrambled) RNA guide were unable 
to enrich for resistance upon repeated exposure to GSK621. We conclude from these results 
that GSK621 is a highly specific AMPK activator in AML cells. 
 To determine the anti-leukemic activity of GSK621, we assayed a set of 20 AML cell 
lines that capture diverse molecular abnormalities (Supplemental Table 1). IC50 of GSK621 
for each cell line ranged from 13-30µM (Figure 2A and Supplemental Figure 2A). GSK621 
(30µM) reduced the proliferation of all 20 lines and induced apoptosis (defined by positivity 
of annexin V and negativity of 7-AAD staining by flow cytometry) in 85% of them (17/20) 
(Figure 2B and Supplemental Figures 2B-C). We also exposed 16 primary AML samples 
corresponding to different AML subtypes (Supplemental Table 2) to 30µM GSK621 and 
consistently observed a significant induction of annexin V (p<0.01 compared to vehicle 
treatment, Figure 2C). In contrast, the same concentration of GSK621 had no effect on 
annexin V positivity in normal human CD34+ hematopoietic progenitor cells (n=9, p=0.84, 
Figure 2C). To assess the impact of GSK621 on leukemic progenitor cells, we generated 
murine leukemias by transduction of bone marrow hematopoietic cells with either MLL-ENL8 
or FLT3-ITD9.  After treatment with vehicle or GSK621, leukemic cells were tested for serial 
replating capacity (Figure 2D, model), which is a well established indicator of stemness in 
vitro10. GSK621 significantly reduced colony formation after each replating (Figure 2D), 
suggesting that AMPK activation by GSK621 depletes not only the bulk but also the leukemic 
progenitor population in AML. We next determined GSK621 in vivo activity by xenografting 
MOLM-14 cells in NUDE mice and treating with intraperitoneal injections of vehicle or 
GSK621. As shown in Figure 2E, GSK621 given twice-daily at 10mg/kg or 30mg/kg induced 
a dose-dependent reduction in leukemia growth compared to vehicle-treated animals. 
Moreover, 30mg/kg but not 10mg/kg GSK621 significantly extended survival (Figure 2F). As 
expected, GSK621 concentrations in mouse sera were significantly higher when dosed with 
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30mg/kg compared to 10mg/kg (Figure 2G). These results correlated to enhanced AMPK 
activity, as demonstrated by increased AMPKα T172 phosphorylation, and induction of 
apoptosis, as measured by TUNEL staining (Figure 2H). We conclude from these results that 
GSK621 achieves in vivo anti-AML activity.  
 We then aimed to understand the mechanisms modulating AML cell death induced by 
GSK621. As previously suggested, AMPK activation may promote autophagy to restore 
energy balance5,11. Using electron microscopy12, we observed that GSK621 induced the 
formation of numerous autophagosomes (Figure 3A). Surprisingly, such features were absent 
in rapamycin-treated AML cells (Figure 3A). Indeed, mTORC1 is a well documented 
inhibitor of autophagy13 and mTORC1 inhibition by AMPK has been linked to autophagy 
induction essentially in HEK293 or MEF cells14. However, the effects of mTORC1 inhibition 
on autophagy depend on both cell type15-17 and cellular context18. We observed here in AML 
cell lines (MOLM-14, HL-60 and OCI-AML3) and in primary AML samples that rapamycin 
had no impact on autophagosome formation as attested by the absence of LC3B-II 
accumulation by western blotting, contrasting with the effects of GSK621 (Figure 3B). 
Addition of chloroquine which blocks the degradation of autophagosomes16 confirmed that 
GSK621 increased the autophagic flux (Supplemental Figure 3A)12,16. We confirmed 
autophagy induction in GSK621-treated cells by flow cytometry for monodansylcadaverin 
(MDC)19 (Figures 3C-D), and by immunofluorescence analysis of LC3B protein, which 
showed a shift from a diffuse intracellular localization to a dot-shaped distribution after 
GSK621 exposure (Figures 3E-F). Autophagy related (ATG) 5 and 7 play a critical role in the 
formation of autophagosomes13. Significantly, GSK621-induced apoptosis was reduced upon 
ATG5 or ATG7 knockdown (Figures 3H-I and Supplemental Figure 3B). ATG7-depleted 
MOLM-14 cells also had a significant growth advantage in the presence of GSK621 in a 
methylcellulose growth assay compared with controls (Supplemental Figure 3C). Both 
caspase and autophagy inhibition (by qVD and chloroquine20, respectively) partially protected 
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MOLM-14 cells from GSK621-induced apoptosis while combined inhibition totally reversed 
GSK621 cytotoxicity (Supplemental Figure 3D). While autophagy inhibition with 
chloroquine reduced caspase-3 and PARP cleavage (Supplemental Figures 3E-F), caspase 
inhibition did not modify GSK621-induced autophagy, suggesting that autophagy was not the 
consequence of caspase activation. Together these results suggest that activation of AMPK is 
an efficient way to induce autophagy and cell death in AML cells, which is probably 
unrelated to mTORC1 inhibition in this model. 
 We hypothesized 2 different models for the role of mTORC1 activity in the context of 
AMPK activation (figure 4A). In the first model (oncogene addiction), AMPK activation 
suppresses mTORC1 - as shown in different models including HEK293 (Supplemental Figure 
4A) and MEF cells21 - which in turn contributes to AML cell death. Arguing against this 
hypothesis, GSK621 did not inhibit mTORC1, as attested by a persistent phosphorylation of 
p70S6K (T389) in AML cell lines (MOLM-14, HL-60 and OCI-AML3) and primary AML 
samples (Figure 4B), suggesting a dissociation between AMPK activation and mTORC1 
suppression in AML. In the second model (synthetic lethality), sustained mTORC1 activity is 
required for the cytotoxic response to AMPK activation. To test this hypothesis, we first 
ectopically expressed a constitutively active AKT (myrAKT)22 in normal human CD34+ 
hematopoïetic progenitors. myrAKT activates mTORC1 in these cells, as evidenced by 
phosphorylation of the direct mTORC1 substrates p70S6K (T389) and 4E-BP1 (S65) (Figure 
4B, right panel). GSK621 induced apoptosis only in myrAKT-transduced CD34+ cells and 
not in control cells (Figure 4B, left panel). Strikingly, this effect was reversed by co-treatment 
with the mTORC1 inhibitor rapamycin, indicating that the GSK621 effect requires mTORC1 
activation (Figure 4B, left panel). We overactivated mTORC1 in the MOLM-14 cell line by 
deleting TSC223,24 gene by CRISPR/Cas9 (Figure 4B). In those cells, mTORC1 overactivation 
attested by enhanced p70S6K (T389) phosphorylation correlated to enhanced GSK621 
cytotoxicity (Figure 4C). In support of this, mTORC1 inhibition by shRNA targeting raptor or 
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mTOR (Figure 4D and Supplemental Figure 4B) or by rapamycin (Supplemental Figures 4C-
F) also protected AML cells from GSK621-induced apoptosis. We conclude from these data 
that the amplitude of mTORC1 activation governs the cytotoxic response to GSK621 and 
explains the therapeutic window of AMPK activation in normal hematopoïetic cells.  
 We compared GSK621 gene expression signature in Ampk+/+ and Ampk-/- leukemic 
cells to capture the effects specifically resulting from AMPK activation by GSK621. Among 
the most significantly modified pathways (Supplemental Figure 4G) was the eukaryotic 
translation initiation factor 2-alpha (eIF2α) pathway (Figure 4F), which is tightly controlled 
by mTORC125,26,27. We showed that GSK621 enhanced the expression of terminal effectors of 
the eiF2α pathway (ATF4 and CHOP)28 in AML cell lines and primary samples (Figure 4G 
and Supplemental Figures 4H-I). Rapamycin reduced baseline and GSK621-induced ATF4 
mRNA (Figure 4H and Supplemental Figure 4K, respectively) and protein expression (Figure 
4G), as reported in other models26. Conversely, mTORC1 overactivation driven by TSC2 
deletion increased baseline and GSK621-induced ATF4 protein expression which is fully 
inhibited by rapamycin in MOLM-14 cells (Figure 4G). We used thapsigargin to induce 
endoplasmic reticulum stress, which is a well-describe way to activate the eIF2α pathway28. 
In MOLM-14 cells, thapsigargin blunted the protective effect of rapamycin on GSK621-
induced apoptosis which correlated to a release of CHOP mRNA expression (Figure 4I). 
From these data we concluded that terminal effectors of the eIF2α pathway are controlled by 
mTORC1 and contribute to the synthetic lethal interaction between AMPK and mTORC1 co-
activation in AML. 
While an increasing body of evidence emphasizes metabolic dysregulation as a cancer 
hallmark29, the role of AMPK in cancer biology is controversial. AMPK appears to act as 
either a tumor suppressor or promote oncogenesis, dependent on context30-34. In AML, the 
anti-leukemic potential of AMPK activation has been suggested through the use of metformin, 
an indirect AMPK activator35. However, the biological activity of biguanides (including 
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metformin and phenformin) in cancer mostly involves AMPK-unrelated mechanisms that 
depend on the general consequences of mitochondrial respiratory chain inhibition33,36-38. We 
show here using a highly-specific AMPK agonist (GSK621) that AMPK activation produces 
anti-leukemic effects in AML through an original mechanism involving autophagy induction 
and a synthetic lethal interaction with mTORC1 activity. In contrast to the current view of an 
oncogenic addiction to mTORC1 in AML39, our results suggest an unexpected role of 
mTORC1 in the cytotoxic response to metabolic stress and provide the molecular basis as 








We used K562, HEL, THP-1, U937, KG1A, UT7, Mo7e, TF-1, OCI-AML3, Kasumi-1, 
SKM-1, HL-60, OCI-AML2, EOL-1, NOMOp28, MOLM-14, MV4-11, MOLM-13, SET-2 
and NB4 AML cell lines, whose main characteristics are listed in Supplemental Table 1. 
Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) with genetic deletion of AMPKα1 and α2 were 
previously reported 6.  
 
Human Primary Samples 
Patients and healthy donors provided a written informed consent in accordance with the 
Declaration of Helsinki. Bone marrow (BM) or peripheral blood (PB) samples with > 70% 
blast cell content were obtained from sixteen patients with newly diagnosed AML. Blood or 
bone marrow samples from AML patients were submitted to a Ficoll-Hypaque density 
gradient (1800rpm during 0,5h). Mononuclear cells were collected by pipetting, washed once 
in phosphate buffer saline (PBS), then incubated with a red cell lysis buffer (155mM NH4Cl, 
10mM KHCO3, 0.1mM EDTA) during 5 minutes, washed once again in PBS and placed in 
alpha-modified Minimum Essential Medium (aMEM) supplemented with 10% 
decomplemented fetal bovine serum (FBS) and 2mM glutamine. Samples from the bone 
marrow or umbilical cord blood of healthy donors were submitted to Ficoll density gradient 
and mononuclear cells were enriched in the CD34-positive-containing fraction using human 
CD34 microbead kit and MIDIMACS immunoaffinity columns (both from Milteny Biotech, 
Bergish Badgash, Germany). Cells were then cultured in aMEM supplemented with 10% 
decomplemented fetal bovine serum (FBS) and 2mM glutamine 
 
Reagents and Constructs 
GSK621 is a pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-3-yl derivate obtained by a multistep chemical synthesis 
and chosen as the most potent AMPK activator in an in vitro AMPK enzymatic assay40. 
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GSK621 was solubilized in DMSO, stored at -20°C and then diluted in 10% FBS aMEM prior 
to its addition to cell culture. We also used A-769662 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, 
USA), rapamycin and chloroquine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Oligomycin, puromycin, 
monodansylcadaverin (MDC) and doxycycline (Dox) were from Sigma-Aldrich. We utilized 
a myrAKT plasmid from Addgene (number 31790, Cambridge, MA, USA) that was cloned 
into a pLKO.1 vector for lentiviral expression using the Gateway system (Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA) with pLenti PGK Puro DEST (Addgene plasmid 19068)41.  
 
ACC Phosphorylation Assay 
HEPG2 cells were treated with increasing doses of A-769662 or GSK621, and ACC S79 
phosphorylation was assessed as a surrogate marker for AMPK activation using a 
commercially available ELISA kit (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). 
 
RNA Interference 
PLKO and Tet-pLKO-puro plasmids (Addgene plasmids 8453 and 21915, respectively42,43) 
were used to generate lentivirus able to stably express constitutive or doxycycline-inducible 
shRNA in AML cell lines after puromycin selection. We also used the pTRIPZ plasmid 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) to produce doxycycline-inducible ATG5 
shRNA lentiviral vectors.  
 
CRISPR/Cas9 Genome Editing 
PRKAA1 and TSC2 specific guide RNA were designed using the Optimized Crispr Design 
application from the laboratory of Dr. Feng Zhang (http://crispr.mit.edu/). We retained two 
guides for PRKAA1 (encoding AMPKa1): AMPK#1: CAAGGGTATGGCGTGCCCT and 
AMPK#2: GAATGGTACTCTTTCAGGAT. For knocking out TSC2, we used the following 
guide: AACAATCGCATCCGGATGAT. We used the following non-targeted guide as a 
control: GTAGGCGCGCCGCTCTCTAC (referred as to CTR for control). These guides were 
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then cloned into the lentiCRISPR plasmid (Addgene plasmid 49535)7 allowing subsequent 
lentiviral infection of AML cell lines.  
 
Lentivirus Production and AML Cell Line Infection 
We used 293-T packaging cells to produce all of the constructs through co-transfection of 
these cells with plasmids encoding lentiviral proteins. Supernatants were collected and 
ultracentrifuged for 48 h after transfection over two consecutive days, and then stored at -
80°C. AML cell lines were plated at 2x106/ml and 10µl of lentiviral supernatants were added 
for 3 h. Cells were then grown in 10% FCS medium and further selected with puromycin or 
cell sorted with an ARIA 3 cytometer. In experiments using inducible shRNAs, 200µg/ml 
doxycycline was added to the culture medium.  
 
Retrovirus Production and Mouse Hematopoietic Cell Infection 
Retroviral production was performed by transient transfection of retroviral packaging cells 
(Plat-E, Cell Biolabs, San Diego, CA, USA) using Lipofectamine LTX Plus (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA).  Retroviral infection of murine hematopoietic cells was facilitated by 
the use of retronectin-coated plaques (Takara Bio, Ōtsu, Shiga, Japan). 
 
Western Blots 
Protein extracts were solubilised in Laemmli sample buffer and separated by SDS-PAGE. 
Primary antibodies were diluted in a 5% bovine serum albumin (BSA) TBS-tween solution 
overnight. Proteins were visualized using a secondary antibody conjugated to horseradish 
peroxidase and chemiluminescence detection (ECL Select Western blotting detection reagent, 
GE Healthcare). Images were captured using a CCD camera (LAS3000 from FujiFilm) and 
processed using Multigauge software from Fujifilm. Antibodies used are detailed in 




Cell Viability Assays 
Uptiblue®: Ampk-/- or Ampk+/+ MEFs cells were plated in triplicate at 5x103 in 100µl 10% 
FBS-supplemented MEM without or with GSK621 for 12 h. The UptiBlueTM viable cell 
counting reagent (Interchim, Montlucon, France) was then added during 3h and the 
fluorescence was measured using a Typhoon 8600 scanner.  
CellTiter-Glo®:  Twenty AML cell lines were plated at a concentration of 4x104/ml in 50µl 
(2x103 cells per well) in 10% FBS-supplemented MEM prior to addition of GSK621. Cells 
were cultured in the presence of GSK621 for 48h at 37°C. Viability was quantified by the 
luminescence-based CellTiter Glo assay (Promega, Fitchburg, WI) as previously described44. 
Luminescence was measured with the Envision Plate Reader (Perkin Elmer, Walthman, MA, 
USA). Luminescence values were normalized to DMSO-treated controls for each AML cell 
line. IC50 values were calculated using a four parameter non-linear regression with Graph Pad 
Prism v6 (GraphPad, La Jolla, CA, USA).  
 
Flow Cytometry 
We used FlowJo 7.6.5 software (Tree Star, Ashland, OR, USA) for all flow cytometry 
analyses. 
Apoptosis: Apoptosis was assessed using Annexin V–phycoerythrin (PE) and 7-amino-
actinomycin D (7-AAD) staining (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).  
Monodansylcadaverine: AML cells were cultured with vehicle or 30µM GSK621 for 12 h 
and then washed in PBS. Cells were then incubated 0,5 h at 37°C with 5µM 
monodansylcadaverin, then washed three times and analyzed on a LSRII cytometer 
(excitation and emission wavelengths 353 nm and 512 nm, respectively). 
 
AML Xenografts in NUDE Mice 
Briefly, 5x106 cells of the MOLM-14 cell line were mixed with Matrigel (1:1, vol/vol) and 
subcutaneously injected into 8-week-old female athymic nude mice (Janvier SAS, France). 
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The mice (n=4 in each group) were then treated with vehicle or with 10 or 30mg/kg/d 
GSK621 starting one day after AML xenotransplantation. Tumor growth was measured thrice 
weekly, and tumor volume was calculated by the equation: V = L X (S2)π/6, where L is the 
longer and S is the shorter of the two dimensions. Plasma concentration of GSK621 was 
measured in samples collected 5 h after drug administration (n=3). All experiments were 
conducted in accordance with the guidelines of the Association for Assessment and 
Accreditation of Laboratory Animal Care International and after approval of the local ethics 
committee. At the end of the experiment, the mice were sacrificed and the tumors excised. 
Samples were fixed in 4% formalin for immunohistochemical analysis.  
 
Clonogenic Potential of Murine Leukemia Cells 
Colony forming potential was assayed in bone marrow cells from C57BL/6 mice retrovirally 
transduced with the MLL-ENL or FLT3-ITD oncogenes. Cells were cultured in StemPro 
medium (Life Technologies) supplemented with 10ng/ml murine IL-6 and 50ng/ml murine 
SCF (Peprotech, Rocky Hills, NJ) for one week. After puromycin selection (MLL-ENL) or 
GFP sorting (FLT3-ITD), 5x104 cells were plated in MethoCult GF M3434 medium (Stemcell 
Technologies) in the presence of vehicle or 30 µmol/l GSK621. Colonies were counted at 7 
days. For re-plating experiments, cells were collected from methylcellulose and washed once 
in PBS buffer. From each condition, 5x104 viable cells (determined by trypan blue exclusion 
assay) were cultured in methylcellulose as described above. 
 
Transmission Electron Microscopy 
AML cells (106) were fixed for 1 hour in 3% glutaraldehyde in 0.1M sodium phosphate buffer 
(pH 7.4), post-fixed for 1.5 hours with 1% osmium tetraoxide, dehydrated by successive 
ethanol washes (70%, 90%, 100%, 100%) and impregnated with epoxy resin. After 
polymerization, 80- to 90-nm sections were prepared using a Reichert Ultracut S 
ultramicrotome (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), stained with 2% uranyl acetate plus 
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Reynold’s lead citrate, and visualized under a JEOL 1011 transmission electron microscope 




MOLM-14 cells (2x105) were fixed in methanol after cytocentrifugation. After washing in 
phosphate buffered saline (PBS) and blocking in PBS with 3% bovine serum albumin, cells 
were incubated for 1h with an anti-LC3 primary antibody followed by a GFP-coupled anti-
rabbit secondary antibody. Cells were visualized on a Zeiss inverted microscope, and LC3 
dots were automatically quantified with the open-source software CellProfiler_ENREF_2645 
with the Enhance Features and Identify Primary Objects modules. 
 
Gene Expression Profiling 
MLL-ENL-driven leukemic cells from Ampk-/- (n=3) or Ampk+/+ (n=3) mice were exposed to 
30µM GSK621 or vehicle for 6 h, and total RNA was extracted with DNase I digestion 
(RNeasy Mini Kit used with the Bio-robot QIAcube). Biotinylated cDNAs were prepared 
from 100ng total RNA using the GeneChip® Whole Transcript Sense Target Labeling Assay 
Kit according to the standard Affymetrix protocol (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). 
Following fragmentation, 10ug of cDNA were hybridized for 16h at 45°C on GeneChip® 
Mouse Gene 2.0 ST arrays (Affymetrix), washed and stained in the Affymetrix Fluidics 
Station 450.  GeneChips were scanned using the GCS 3000 scanner (Affymetrix). 
Raw data were normalized using the Robust Multichip Algorithm (RMA) in Bioconductor R, 
and all quality controls and statistics were performed using Partek® Genomics Suite software 
(Partek, St. Louis, MO, USA). Hierarchical clustering (Pearson's dissimilarity and average 
linkage) and principal components analysis were conducted in an unsupervised fashion to 
control for experimental bias or outlier samples. To identify differentially expressed genes, 
we applied a classical analysis of variance (ANOVA) for each gene and made pairwise 
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Tukey's post hoc comparisons between groups. We then used p-values and fold changes to 
filter and select differentially expressed genes. Pathway analysis was performed with 
Ingenuity IPA software (Ingenuity® Systems, Redwood City, CA, USA). 
 
Quantitative PCR 
Total RNA was extracted using an automated solid phase extraction method (RNeasy Mini 
Kit used with the Bio-robot QIAcube, both from Qiagen, Redwood City, CA, USA), and 1 µg 
of RNA was used as a template for reverse transcription with the Maxima First Strand cDNA 
synthesis kit (Thermo Fisher Scientific). Quantitative PCR was then performed on a 
Lightcycler 480 (Roche, Basel, Switzerland). The human primers that were used follow 
(forward: for; reverse: rev). CHOP for: CAGAGCTGGAACCTGAGGAG; CHOP rev: 
TGGATCAGTCTGGAAAAGCA; ATF4 for: AAGCCTAGGTCTCTTAGATG; ATF4 rev: 
TTCCAGGTCATCTATACC; GAPDH for: TGCACCACCAACTGCTTAGC; GAPDH rev: 




Differences between the mean values obtained for the experimental groups were analyzed 
using the 2-tailed Student’s t test. Statistical analyses were performed using Prism software 
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Figure 1. GSK621 is a specific and potent AMPK activator. 
 1A. Chemical structure of GSK621. 1B. ACC (S79) phosphorylation, reflecting AMPK 
activation following increasing doses of GSK621 or A-769662 treatment, was assessed by 
ELISA in the human HEPG2 cell line. Results are presented for each condition as a 
percentage of vehicle-treated cells (n=5). 1C. AML cell lines and primary AML cells from 
patient #2 were incubated 6 h with vehicle or 30µM GSK621 and protein extracts were 
immunobloted for the indicated markers. 1D. Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) lacking 
both α1 and α2 AMPK subunits (AMPK-/-) or their wild type counterparts (AMPK+/+) were 
treated with vehicle or 30µM GSK621 for 12 h. Cell viability was assessed with the 
UptiBlueTM viable cell counting reagent. Results are presented as a ratio to the vehicle-treated 
condition in AMPK-/- and AMPK+/+ MEFs, separately (n=3). 1E. MOLM-14 cells were 
transduced with a lentivirus allowing the concomitant expression of human codon-optimized 
Cas9 and RNA guides (sgRNA) targeting the PRKAA1 gene (PRKAA1 #1 and #2) or having a 
non-targeted sequence (CTR). Eight days after puromycin selection, cell lines were exposed 
to vehicle or 30µM GSK621 for 48 h, then washed and consecutively exposed at 2 different 
times to either vehicle or 30µM GSK621 following the same process. Annexin V binding and 
AMPKa1 expression were recorded at each time point (n=3). b-actin was used as a loading 
control in western blot experiments. Results in the graphs are expressed as the mean ± SEM. 























Figure 2. AMPK activation results in anti-leukemic activity in AML.  
2A. Twenty different AML cell lines were cultured 48 h in quadruplicate in 384-well plates 
with log-dilutions of GSK621 and IC50 was determined for each cell line based on relative cell 
viability assessed by CellTiter Glo chemiluminescence. 2B. Apoptosis was determined in 
AML cell lines (MOLM-14, HL-60, OCI-AML3) incubated with vehicle or 30µM GSK621 
for up to 4 days by positivity for Annexin V and negativity for 7-AAD staining by flow 
cytometry. 2C. Primary normal hematopoïetic CD34+ progenitor cells (referred to as CD34+) 
and cells from AML patients (AML) (CD34+, n=9; AML, n=16) were cultured 48 h with 
vehicle or 30µM GSK621. Apoptosis was assessed by annexin V binding by fllow cytometry. 
2D. Schematic representation of the mouse leukemia cell methylcellulose experiments: 
MHCs: mouse hematopoïetic cells; GSK: GSK621; P2: second methylcellulosis plating; P3: 
third methylcellulosis plating. Cells were plated at 5x104/ml in methylcellulose and incubated 
with vehicle or 30µM GSK621. Colony formation was assessed at day 7. At the end of 
methylcellulose culture, cells were washed in PBS seeded again in methylcellulose with or 
without GSK621 (This step is referred to as first replating). Up to 3 successive replatings 
were performed. 2E-F. Tumor growth and survival (Kaplan-Meier curve) in MOLM-14 cells 
xenografted into nude mice treated with vehicle, 10mg/kg or 30mg/kg GSK621 by twice-daily 
intraperitoneal injections. 2G. Tumor sections were stained by TUNEL and DAPI or labeled 
with an anti-phospho-AMPK (T172) antibody. Representative images of three experiments 
are shown. 2H. Plasma concentrations of GSK621 in mice treated with 10mg/kg or 30mg/kg 
GSK621 5 h after intraperitoneal injection (n=3 for each). Results in the graphs are expressed 
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Figure 3. Autophagy is a trigger of GSK621-induced AML cell death.  
3A. Electron microscopy-captured images of MOLM-14 cells treated 24 h with vehicle, 10nM 
rapamycin or 30µM GSK621 (12000x magnification). 3B. Western blotting of MOLM-14, 
HL-60, OCI-AML3 AML cell lines and primary AML samples (AML1 and AML14) treated 
24 h with 30µM GSK621 or 10nM rapamycin using anti-LC3B antibody. 3C-D. Flow 
cytometry analysis of monodansylcadaverin (MDC) staining of vehicle- or GSK621 (30µM)-
treated MOLM-14 cells (C: representative histograms and D: fluorescence intensity 
quantification, n=6). 3E. Immunofluorescence analysis using an anti-LC3B antibody (left 
panel) and quantification of LC3B dots signal intensity (right panel) in vehicle- or GSK621-
treated MOLM-14 cells. 3F-G. Flow cytometry analysis of annexin V binding in MOLM-14 
cells subjected to shRNA-mediated ATG7 (F) or ATG5 (G) knockdown. Small panels 
represent western blotting with ATG7 and ATG5 antibodies, respectively. b-actin is used as a 
control for loading. Results in the graphs are expressed as the mean ± SEM. *P<0.05, 
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Figure 4. AMPK and mTORC1 activation are synthetically lethal.  
4A. Schematic representation of the oncogene addiction (1) and synthetic lethal (2) hypothesis 
concerning the role of mTORC1 upon AMPK activation. 4B. (left) Western blotting in 
MOLM-14 cells treated during 2 h or 4 h with 30µM GSK621 using anti-phospho-ACC (S79) 
and anti-phospho-p70S6K (T389) antibodies. (right) Western blotting in HL-60 and OCI-
AML3 cell lines and primary AML samples treated with vehicle, 10nM rapamycin or 30µM 
GSK621, using anti-phospho-p70S6K (T389) antibody. 4C. (right) Western blotting of 
human CD34+ hematopoïetic progenitors (referred to as “CD34+ cells”) lentivirally-
transduced with empty vector or with a HA-tagged myrAKT construct (left). Flow cytometry 
determination of Annexin V binding in CD34+ cells lentivirally-transduced with empty vector 
or with a myrAKT construct and treated with vehicle or 10nM rapamycin for 24 h followed 
by addition of either vehicle or 100µM GSK621 for 48 h (n=3). 4D. Annexin V binding in 
MOLM-14 cells lentivirally-transduced with non target (CTR) or TSC2 sgRNA and treated 
with a dose-range of GSK621 for 48 h (n=3). (right) Western blotting of CTR or TSC2 
sgRNA-expressing MOLM-14 cells. 4E. Annexin V binding in MOLM-14 cells transduced 
with doxycycline-inducible mTOR or raptor shRNA treated with 200ng/ml doxycycline 
(Dox) for 4 days and then vehicle or 30µM GSK621 was added (n=3). 4F. Heatmap 
representing the gene expression variations of 7 genes involved in the eIF2a signaling 
pathway. AMPK-/- or AMPK+/+ bone marrow cells were transduced with the MLL-ENL 
oncogene and then treated for 6 h with vehicle (Veh, n=3) or 30µM GSK621 (GSK, n=3). 4G. 
Control (CTR) or TSC2 CRISPR MOLM-14 cells treated with vehicle or 10nM rapamycin 
for 24 h and then treated with vehicle or 30µM GSK621 for an additional 48 h. Western 
blotting was done using anti-TSC2, anti-phospho-p70S6K (T389) anti-p70S6K, anti-ATF4, 
anti-phospho-eIF2a (S51) and anti-eIF2α antibodies. 4H. Quantification by qPCR of ATF4 
mRNA (normalized to GAPDH and UBC) in MOLM-14 cells treated with vehicle or 10nM 
rapamycin for 24 h (n=3). 4I. MOLM-14 cells were treated with vehicle, 10nM rapamycin, 
5nM thapsigargin or the combination of rapamycin and thapsigargin during 24 h and then 
with vehicle or 30µM GSK621 during an additional 48 h. (left) Quantification by qPCR of 
CHOP mRNA (normalized to GAPDH and UBC) after 24 h exposure to GSK621 (n=3). 
(right) annexin V binding after 48 h exposure to GSK621. b-actin is used as a control for 
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Supplemental Figure 1. GSK621 is a direct and specific AMPK activator.  
1A. GSK621-induced AMPK heterotrimer activation in vitro was measured by 
phosphorylation of the SAMS peptide. Results are presented as EC200 and pEC200 (-log 
EC200) values (n=3 for each heterotrimer). 1B. Western blots of Ampk-/- or Ampk+/+ mouse 
embryonic fibroblasts (MEFs) treated with vehicle or 30µM GSK621 for 6h using antibodies 
against phospho-ACC (S79), phospho-ULK1 (S555), phospho-AMPK (T172), ACC, ULK1 
and AMPKα1. 1C. Cell viability of Ampk-/- or Ampk+/+ MEFs treated with vehicle versus 
10mM metformin for 24 h, 5mM phenformin for 12h, 200µM A-769662 for 12 h, or 2mM 
AICAR for 12 h. Cell viability was assessed with the UptiBlueTM viable cell counting reagent. 
Results are presented as a ratio of cell viability in experimental- compared to vehicle-treated 
conditions in Ampk-/- and Ampk+/+ MEFs separately (n=3 in each comparison group). 1D. 
Western blots of protein extracts from 5 AML cell lines (HL-60, MOLM-14, MV4-11, OCI-
AML3 and NB4) and from HEK293 cells using antibodies against AMPKa1 and aMPKa2. 1E. 
Expression of the AMPKa2-encoding gene PRKAA2 among a panel of human cancer cell 
lines and normal tissues (downloaded from the Cancer Cell Line Encyclopedia). 1F. Annexin 
5 binding (left panel) and western blotting using AMPKα1 antibody (right panel) in MOLM-
14 cells subjected to shRNA-induced AMPKα1 knockdown or to SCR shRNA and cultured 
for 48 h with vehicle or 30µM GSK621 (n=5).  b-actin was used as a loading control in 




























































































































Supplemental figure 2. Specific AMPK activation induces apoptosis in AML.  
2A. Relative cell viability of 20 AML cell lines treated with log10 dilutions of GSK621 
determined by CellTiter-Glo® assay. Results are presented for 5 different cell lines per panel. 
2B. Apoptosis as determined by flow cytometry for annexin V in cells incubated with vehicle 
or 30µM GSK621 for 48 h. Twenty AML cell lines were tested. In all cases except those 
marked by “#”, differences between vehicle-treated and GSK621-treated AML cells were 
significant (n=3 for each cell line). 2C. Proliferation rate estimated by daily cell counting in 
20 AML cell lines treated with vehicle or 30µM GSK621 over a 4-day period. Results are 
















Supplemental figure 3. Autophagy is not induced by mTORC1 inhibition but 
contributes to cell death following AMPK activation in AML.  
3A. MOLM-14 cells were treated with 30µM GSK621, 10µM chloroquine (Cq) or 
combination and western blot was performed with an anti-LC3B antibody 3B. MOLM-14 
cells were transduced with scrambled shRNA or shRNA targeting ATG7. Cells were then 
treated with vehicle or 30µM GSK621 for 24 h and western blots were performed using anti-
ATG7, anti-phospho-ULK1 (S555), anti-ULK1 and anti-LC3 antibodies. 3C. Colony 
formation in MOLM-14 cells lentivirally transduced with scramble or ATG7 shRNA. Cells 
(5.103) were incubated for 48 h with vehicle or 30µM GSK621 and then cultured in 
methylcellulose for 7 days. 3D. Annexin V binding by flow cytometry in MOLM-14 cells 
treated with vehicle or 30µM GSK621, and after pretreatment by 10µM chloroquine 
(autophagy inhibitor), 10nM qVD (caspase inhibitor) or combination. 3E. Western blotting in 
MOLM-14 cells treated with 10nM qVD, 30µM GSK621 or combination using anti-caspase-3 
and anti-LC3B antibodies. 3F. Western blotting in MOLM-14 cells treated with 10µM 
chloroquine, 30µM GSK621 or combination using anti-cleaved caspase-3, anti-PARP and 
anti-LC3B antibodies. b-actin was used as a loading control in Western blot experiments. 


















































Supplemental figure 4. Crosstalk between mTORC1 and AMPK activation in AML.  
4A. Western blotting in HEK-293T cells treated with vehicle, 10nM rapamycin or 30µM 
GSK621 during 3 h using anti-pP70S6K (T389) and p70S6K antibodies. 4B. MOLM-14 cells 
were lentivirally transduced with Dox-inducible anti-mTOR or anti-raptor shRNA. 
Knockdowns were induced by Dox treatment for four days. Western blots were performed 
using anti-raptor and anti-mTOR antibodies. 4C. Annexin V binding in AML cell lines treated 
with vehicle or 10nM rapamycin for 24 h prior to vehicle or 30µM GSK621 addition for 48 h 
(n=4). 4D. Primary AML samples were treated with vehicle or 10nM rapamycin for 24 h and 
then vehicle or 30µM GSK621 was added. Apoptosis was measured 48h later by annexin V 
binding (n=7). 4E. May-Grünwald Giemsa (MGG) coloration of cytospin from a primary 
AML sample AML#6 treated with vehicle and 30µM GSK621 or with 10nM rapamycin and 
30µM GSK621. 4F. MOLM-14 cells (5.103) were incubated for 24 h with vehicle or 10nM 
rapamycin, then treated 48 h with vehicle or 30µM GSK621 and finally cultured in 
methylcellulose for 7 days. 4G. Ingenuity® analysis of pathways in a genome-wide gene 
expression analysis performed in MLL-ENL-transformed leukemic cells from an Ampk-/- or 
Ampk+/+ murine background. The top ten most differentially expressed pathways are shown 
along with their corresponding P-values (expressed as –log(P-value) and the various genes 
involved in each pathway. 4H. MOLM-14 cells were treated with 30µM GSK621, and protein 
extracts were collected following a time-course as indicated. Western blotting was performed 
using anti-phospho-eIF2α (S51) and anti-eIF2α antibodies. Short means short-time exposure 
and long means longer time exposure for western blots. 4I. Western blotting in a primary 
AML sample (AML#3) and in the MOLM-14 cell line treated with vehicle or 30µM GSK621 
for 24 h using anti-phospho-eIF2α (S51), anti-eIF2α, -ATF4 and –CHOP antibodies. 4J. 
Primary AML samples were treated with vehicle or 30µM GSK621 for 24 h, and western 
blotting was performed using anti-phospho-eIF2α (S51) and anti-eIF2α antibodies. 4K. 
Quantification by qPCR of ATF4 and CHOP mRNA (normalized to GAPDH and UBC) in 
MOLM-14 cells treated with vehicle or 10nM rapamycin for 24 h and then vehicle or 30µM 
GSK621 for 24 h (n=3). b-actin was used as a loading control in Western blot experiments. 




































Pathways  p-value Molecules 
cAMP-mediated signaling 4,16 
CNGA2,CALM1 (includes 
others),LTB4R,GPER1,CXCR2,AKAP6,CHRM1,AGTR2 
G-Protein Coupled Receptor Signaling 2,26 LTB4R,GPER1,CXCR2,AKT3,CHRM1,AGTR2 
EIF2 Signaling 2,24 RPL5,EIF1,AKT3,Ins1,RPL41 
Cell Cycle: G1/S Checkpoint Regulation 2,09 
HDAC4,RPL5,Hdac
9 
eNOS Signaling 2,04 CNGA2,CALM1 (includes others),AKT3,AQP1   
Epoxysqualene Biosynthesis 1,91 FDFT1 
Gaq Signaling 1,86 CALM1 (includes others),GPLD1,AKT3,CHRM1   
Chronic Myeloid Leukemia Signaling 1,68 HDAC4,AKT3,Hdac9 
Noradrenaline and Adrenaline Degradation 1,68 MAOB,ADHFE1       

























Name FAB Cytogenetics Molecular References 
MOLM 13 AML4 post MDS MLL-AF9 FLT3-ITD
1 Matsuo Y (leukemia 1997); Quentmeier (leukemia 2003) 
MOLM 14 AML4 post MDS MLL-AF9 FLT3-ITD
1 Matsuo Y (leukemia 1997) 
THP1 AML5 de novo MLL-AF9 N-ras, p533 Odero MD (genes chromosomes and cancer 2000) 
MV4-11 biphenotypic  complex FLT3-ITD (homozygous)1 Lange (Blood 1987) 
HEL AML6, de novo complex JAK2 V617F2 Martin P (Science 1982); Quentmeier (leukemia 2006) 
HL-60 AML2 MYC amplification N-ras, CCND2 C238T
4, p53 
homozygous deletion3 
Ikediobi ON (mol cancer ther 
2006) Collins (Nature 1977) 
U937 AML5 t(10;11)(p14;q23) p533 Sunstrom C (int j cancer 1976) 
KG1A AML6 del(7)(q22q35 p533 Furley (blood 1986); Koeffler (Blood 1980) 
KASUMI AML2 t(8;21) c-kit N822K Asou H (Blood 1991); Larizza l (Leuk lymph 2005) 
OCI-
AML2 AML4 N/A DNMT3A Tiacci A (leukemia 2012) 
OCI-
AML3 AML4 N/A DNMT3A, NPM1 Wang (Leukemia 1989) 
SKM1 AML5 post MDS N/A p53
3 Nakagawa (Br J Haematol 1991) 
UT7 AML7 N/A p533 Komatsu (Cancer Res 1991) 
NB4 AML3 t(15;17) p533 kojima k (blood 2005) 
K562 blast crisis CML N/A p533, Bcr-Abl b3-a2 Lozzio (J Natl Cancer Inst 1973) 
SET-2 AML7 post ET 9p24 JAK2 V617F2 Uozumi K (leukemia 2000) 
TF1 AML6 N/A p533 Kitamura (Blood 1989) 
NOMO-1 AML5a t(9;11)(q23;p22) N/A Drexler (Leukemia 2004) 
M-o7E AML7 complex N/A Avanzi (Br J Haematol 1988) 
EOL-1 eosinophilic leukemia complex FIP1L1-PDGFRA (cryptic) Saito (Blood 1985) 
 
Supplemental Table 1. Main characteristics of the 20 AML cell lines used in the current 
study.  
FAB: French American British Classification of AML; MDS: myelodysplastic syndrome; 
CML: chronic myelogenous leukemia; Complex karyotype: more than 4 distinct cytogenetic 
abnormalities; N/A: not available; 1Quentmeier leukemia 2003; 2Quentmeier leukemia 2006; 
3Sugimoto blood 1992 and Kojima blood 2005; 4Ikediobi mol cancer ther 2006.   
  
 142 




5 46, XX, t(11;22) EVI1




5 46, XY 
FLT3-ITD, NPM1mut, 












4 46, XX FLT3-ITD, NPM1




1 46, XX 
FLT3-ITD, NPM1mut, 












1 46, XX FLT3-ITD, NPM1




1 46, XY IDH2




5 46, XY SRSF2




1 46, XX N/A X X 
AML#




1 46 XX IDH2




2 46 XX FLT3-ITD X X 
AML#
16 68 sAML 46 XX FLT3-ITD, NPM1
mut X X 
 
Supplemental table 2. Clinical and molecular characteristics of AML patients. Age: in 
years; FAB: French American British Classification of AML; sAML: secondary AML; 
EVI1over: overexpression of EVI1; FLT3-ITD: FLT3 Internal Tandem Duplication; NPM1mut: 
Nucleophosmin 1 mutation; DNMT3Amut: DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha 
mutation; IDH2mut: Isocitrate Dehydrogenase 2 mutation; ASXL1mut: additional sex combs 
like 1 mutation; SRSF2mut: Serine/arginine-rich Splicing Factor 2 mutation; -: no molecular 
abnormality detected; N/A: information not available; rapa: rapamycin; X: sample involved in 
experiments done using GSK621 or rapamycin as indicated. 
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Antibody Manufacturer Reference 
Anti phospho p70S6K  
(T389) 
Cell signaling 9205 
Anti p-4EBP1 (S65) Cell signaling 9451 
Anti phospho-eIF2A (S51) Cell signaling 9721 
Anti phospho ULK (S555) Cell signaling 5869 
Anti phospho-ACC (S79) Cell signaling 3661 
Anti phospho AMPK (T172) Cell signaling 4188 
Anti thiophosphate Epitomics 2688 
Anti p70S6K  Cell signaling 2708 
Anti eIF2A Cell signaling 9722 
Anti CHOP  Cell signaling 2895 
Anti ATF4 Cell signaling 11815 
Anti LC3B Cell signaling 2775 
Anti β-actin Sigma A-74 
Anti raptor  Cell signaling 2280 
Anti-mTOR Cell signaling 2972 
Anti ULK  Cell signaling 4473 
Anti caspase 3  Cell signaling 9665 
Anti PARP Cell signaling 9532 
Anti TSC2 Santa Cruz sc-893 
Anti ACC Cell signaling 3676 
Anti AMPK α1 Cell signaling 2795 
Anti AMPK α2 Cell signaling 2757 
ATG7 cell signaling 2631 
ATG5 Cell signaling 2630 
 
Supplemental Table 3. References of the antibodies used in the current study.  
  
 144 
La première partie des résultats montre donc plusieurs résultats : 
 
- Le composé GSK621 est un activateur puissant et spécifique d’AMPK.  
Le composé GSK621 est un activateur d’AMPK plus puissant que l’A769662 sur des tests 
cellulaires. Il entraîne la phosphorylation des principales cibles d’AMPK dans les cellules 
leucémiques. Pour étudier sa spécificité, nous avons utilisé plusieurs modèles cellulaires : 
fibroblastes embryonnaires murins provenant d’animaux ayant une invalidation génétique 
des deux sous unités catalytiques (a1 et a2) d’AMPK, lignée cellulaire MOLM-14 dans 
laquelle l’expression d’AMPK α1 est inhibée par ARN interférence ou par le système 
CRISPR/Cas9. Dans ces différents modèles, les effets cytotoxiques du GSK621 sont 
dépendants de l’expression d’AMPK. 
 
 
- Le composé GSK621 exerce des effets anti-leucémiques. 
Nous avons utilisé plusieurs modèles in vitro (20 lignées cellulaires de LAM, 16 
échantillons primaires de patients atteints de LAM, cellules hématopoïétiques murines 
transformées par les oncogènes MLL-ENL ou FLT3-ITD) et in vivo (xénogreffe de lignée 
leucémique humaine à la souris NUDE). Ces différents modèles ont démontré la 
cytotoxicité du composé GSK621 sur les cellules leucémiques. De plus, l’activation 
d’AMPK par le GSK621 compromet également la capacité d’autorenouvellement des 
progéniteurs leucémiques in vitro, suggérant un intérêt de ce composé dans le ciblage des 
cellules initiatrices de LAM. Ces effets contrastent avec l’apparente innocuité du GSK621 
sur les progéniteurs hématopoïétiques normaux exprimant l’antigène CD34 (CD34+). 
 
 
- L’induction d’autophagie a un rôle dans les effets antileucémiques du composé 
GSK621. 
Grâce à plusieurs techniques complémentaires, nous avons observé une induction massive 
d’autophagie dans les cellules de LAM traitées par GSK621. L’inhibition de l’autophagie 
(par ARN interférence anti-ATG5 ou anti-ATG7 ou par la chloroquine) protégeait les 
cellules leucémiques des effets cytotoxiques du composé GSK621, suggérant un rôle 
inhabituel de l’autophagie comme promouvant la mort cellulaire après activation de 
l’AMPK dans les LAM. 
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- L’activation des voies mTORC1 et AMPK réalisent une situation de létalité 
synthétique. 
Nous avons observé de façon inattendue que l’activation d’AMPK ne conduisait pas à 
l’inhibition de mTORC1 dans les LAM. Dans notre modèle, le complexe mTORC1 ne 
contrôle donc pas l’autophagie et n’est pas impliqué dans la mort cellulaire après 
activation de l’AMPK. Au contraire, nous avons observé que l’inhibition de mTORC1 par 
ARN interférence (dirigée contre les constituants essentiels du complexe mTORC1 que 
sont RAPTOR ou mTOR) ou par la rapamycine protégeait les cellules leucémiques contre 
l’induction d’autophagie et la mort cellulaire après exposition au composé GSK621. De 
même, l’hyperactivation de mTORC1 dans les lignées leucémiques (par invalidation de 
TSC2 par CRISPR/Cas9) ou dans les cellules CD34+ normales (par expression d’une 
forme constitutivement active d’AKT appelée myr-Akt) sensibilisait ces cellules aux 
effets du composé GSK621. L’étude moléculaire de ce phénomène nous a conduit à 
identifier que le niveau d’expression de la protéine ATF4, qui est régulé au niveau 
transcriptionnel par mTORC1 et au niveau traductionnel par AMPK (de manière indirecte 
via la phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction eIF2A), et détermine le 




Deuxième partie : activation directe de PERK par AMPK 
 
Dans l’article reproduit ci-dessus, nous avons donc mis en évidence que la voie de réponse 
intégrée au stress était activée en aval d’AMPK, et qu’elle permettait d’intégrer le niveau 
d’activation des voies mTORC1 et AMPK, expliquant ainsi le phénomène de létalité 
synthétique.  
 
Afin de confirmer l’implication de la voie eIF2A en aval de l’activation d’AMPK, nous avons 
dans un premier temps réalisé une étude cinétique de phosphorylation d’eIF2A montrant une 
augmentation précoce de la forme phosphorylée d’eIF2A (S52) dès 30 minutes d’exposition 
au GSK621 (Figure 19A). Nous avons également constaté que cet évènement de 
phosphorylation était nettement réduit dans les MEF AMPK KO par rapport aux MEF AMPK 
WT après exposition au composé GSK621 (Figure 19B). Ces résultats suggèrent qu’AMPK 
contrôle le niveau de phosphorylation d’eIF2A.  
La phosphorylation d’eIF2A pouvant être la conséquence d’un stress du réticulum 
endoplasmique activant les trois voies du système UPR, nous avons étudié si le GSK621 
activait les deux autres voies canoniques IRE1 et ATF6. Contrairement au traitement par 
thapsigargine, un agent classiquement utilisé pour induire un stress du réticulum 
endoplasmique, le traitement de la lignée MOLM-14 par GSK621 n’entrainait ni le splicing 
de XBP1 (témoin de l’activation de l’endonucléase IRE1) (Figure 19C) ni la translocation 
nucléaire d’ATF6 (Figure 19D). Nous en avons conclu que la phosphorylation d’eIF2A en 
réponse au traitement par GSK621 n’était pas la conséquence de l’activation globale des voies 
du système UPR en réponse à un stress du réticulum endoplasmique. 
 
Afin d’approfondir les mécanismes mis en jeu entre AMPK et eIF2A, nous nous sommes 
interrogés sur de possibles connections entre AMPK d’une part et les différentes kinases de 
eIF2A d’autre part. Nous avons réalisé une analyse bioinformatique (www.hprd.org, 
phosphomotif finder) qui nous a permis de retrouver des sites consensus de phosphorylation 
par AMPK dans chacune des kinases d’eIF2A. Dans le cas de PKR et HRI, il s’agissait d’un 
site unique et non conservé parmi les espèces. Concernant PERK et GCN2, respectivement 2 
et 10 sites consensus étaient identifiés, avec conservation d’au moins l’un des sites dans toutes 
les espèces pour lesquelles la séquence peptidique était connue (données non présentées). 
 
Grâce à une collaboration avec les équipes des Dr. David Ron (University of Cambridge) et 
Alain Bruhat (INRA, UMR 1019), nous avons pu avoir accès à des MEF KO pour PERK ou 
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pour GCN2. Nous avons alors constaté que la phosphorylation d’eIF2A en réponse au 
GSK621 était nettement diminuée dans les MEF PERK KO et plus modérément réduite dans 
les MEF GCN2 KO (Figure 19E). De manière intéressante, nous avons observé une résistance 
aux effets cytotoxiques du GSK621 des MEF PERK KO ou GCN2 KO, bien que le phénotype 
soit plus tranché dans le cas des MEF PERK KO (Figure 19F). Nous avons ainsi formulé 
l’hypothèse que PERK ou GCN2 pourraient représenter des cibles directes d’AMPK. Nous 
nous sommes par la suite focalisés sur l’étude de la kinase PERK qui constituait le candidat le 
plus prometteur à l’issue de ces expériences préliminaires.  
 
Pour tester l’hypothèse d’un contrôle direct de PERK par AMPK, nous avons réalisé un test 
kinase. PERK subissant une autophosphorylation activatrice, nous avons utilisé comme point 
de départ de toutes nos constructions une forme de PERK dans laquelle l’activité kinase est 
abolie par une mutation ponctuelle du domaine kinase (K618A, appelée PERK-KD pour 
« kinase dead ») (Harding et al., 1999). Comme montré dans la figure 19G, PERK est 
effectivement phosphorylée en présence d’AMPK, et cette phosphorylation est largement 
augmentée par le GSK621. Nous avons ensuite muté les sites consensus de phosphorylation 
par AMPK de PERK-KD (mutants non phosphorylables S438A, T679A et double mutant 
S438A + T679A), mais de façon surprenante, aucun de ces mutants n’empêchait la 
phosphorylation de PERK en présence d’AMPK (données non présentées).  
 
Pour comprendre ce résultat, nous avons identifié par spectrométrie de masse les peptides 
phosphorylés de la protéine PERK-KD après le test kinase. Cette approche a mis en évidence 
deux résidus phosphorylés (S715 et S854). Cependant, ces résidus étant situés dans des 
contextes peptidiques ne correspondant pas à la séquence consensus d’AMPK (voir p66 de ce 
manuscrit), nous faisons l’hypothèse que ces phosphorylations sont le reflet de la 
phosphorylation de PERK par des kinases autres qu’AMPK (immunoprécipitées avec PERK-
KD). Cette hypothèse permet de comprendre pourquoi les mutants de PERK restent 
phosphorylés dans le test kinase, mais interdit de conclure sur la phosphorylation directe de 
PERK par AMPK sur les sites consensus. 
  
En parallèle, nous avons transfecté des cellules HEK-293T avec des mutants des sites 
consensus d’AMPK (S438A, T679A et double mutant S438A + T679A) sur la protéine PERK 
WT. Nous avons constaté une inhibition de la phosphorylation d’eIF2A en réponse au 
GSK621 dans les cellules transfectées avec le double mutant S438A+T679A (Figure 19F), ce 
qui apporte des arguments forts en faveur de l’hypothèse d’une phosphorylation de PERK par 
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AMPK dans un modèle cellulaire. Ces résultats nécessitent néanmoins d’être confirmés dans 
un modèle ne mettant pas en jeu la forme endogène de PERK en raison de l’existence d’effets 
dominants des formes ectopiques de PERK sur la forme endogène dans les cellules HEK-
293T (Yamaguchi et al., 2008). En raison de l’échec de transfection des MEF PERK KO avec 
ces plasmides, nous envisageons d’inhiber l’expression de la forme endogène de PERK à 
l’aide de la technologie CRISPR/Cas9 avant de répéter ces expériences. 
 
Pour confirmer la fonction de cette nouvelle voie de signalisation AMPK/PERK dans les 
LAM, nous avons utilisé un inhibiteur de PERK récemment décrit (le composé GSK2656157, 
appelé PERKi pour PERK inhibitor dans ce manuscrit) (Atkins et al., 2013). Nous avons 
observé que l’inhibition de PERK diminue l’induction de la voie ISR en réponse à l’activation 
d’AMPK dans la lignée leucémique MOLM-14 comme attesté par une diminution de la 
phosphorylation d’eIF2A et de l’expression de ses cibles ATF4 et CHOP (Figure 19I). De 
plus, l’inhibition de PERK empêche l’activation de l’autophagie comme attesté par une 
absence d’augmentation de LC3B-II par immunoempreinte (Figure 19I) ou du marquage 
monodansylcadaverine (MDC) par cytométrie en flux (Figure 19J) après exposition au 
GSK621. De plus, l’inhibition de PERK protège partiellement la lignée MOLM-14 des effets 
cytotoxiques du GSK621 (Figure 19K)  
 
 
Il semble donc probable que PERK soit une cible directe d’AMPK (sur les résidus S438 et 
T679), qui explique au moins en partie la phosphorylation d’eIF2A (S52) en réponse au 
GSK621. Cette nouvelle voie de signalisation contribue aux effets antileucémiques résultant 
de l’activation d’AMPK par contrôle de l’autophagie induite en réponse à l’exposition au 
composé GSK621. Ces résultats préliminaires doivent être confirmés dans d’autres contextes 
cellulaires et l’importance de cette voie de signalisation dans l’action anti-leucémique du 
GSK621 doit être mesurée en comparaison au poids d’autres cibles d’AMPK ayant un 

















































































































































































Figure 19. PERK est une cible d’AMPK impliquée dans les effets cytotoxiques du GSK621. 
 
A. Cinétique de phosphorylation d’eIF2A (S52) en réponse au GSK621 (30µM) dans la lignée 
MOLM-14.  
B. Etude de la phosphorylation d’eIF2A (S51) en réponse au GSK621 (30µM, 2h) ou à la 
thapsigargine (2mM, 2h) dans des MEF invalidées pour les deux sous-unités catalytiques α1 et α2 
d’AMPK (AMPK KO) ou des MEF sauvages (AMPK WT).  
C. Les cellules MOLM-14 ont été incubées ou non pendant 24h en présence de rapamycine 
(10nM), puis exposées au GSK621 (30µM, 6h) et/ou à la thapsigargine (1µM, 6h) comme indiqué. 
L’ARN messager de Xbp1 et CHOP ont été amplifiés après RT-PCR et détéctés sur un gel 
d’agarose 2,5%. Xbp1 u : Xbp 1 non épissé (unspliced) ; Xbp1 s : Xbp1 épissé (spliced) 
D. Les cellules MOLM-14 ont été exposées au GSK621 (30µM, 6h) et/ou à la thapsigargine (1µM, 
6h). Après fractionnement nucléo-cytoplasmique, des western blots ont été réalisés avec des 
anticorps anti ATF6 et anti Lamin A (extraits nucléaires), anti phospho-eIF2A (S51) et eIF2A total 
(extraits cytoplasmiques). 
E. Etude de la phosphorylation d’eIF2A (S51) en réponse au GSK621 (30µM, 0, 2h ou 3h) de 
MEF sauvages (MEF WT), invalidées pour PERK (PERK KO) ou pour GCN2 (GCN2 KO).  
F. Viabilité (mesurée avec le réactif Uptiblue) des MEF WT, PERK KO ou GCN2 KO après 
exposition au GSK621 (30µM) pendant 48h, rapportée à la viabilité des cellules traitées par 
DMSO. 
G. Test kinase. Après transfection de cellules HEK-293T par PERK KD (tag myc) ou par un 
vecteur vide (pCDNA3, control), une immunoprécipitation (IP) anti-myc est réalisée. Le produit 
de cette IP est soumis à un test kinase (30°C, 20 min) en présence d’AMPK recombinant et/ou de 
GSK621 (10µM), alkylé (PNBM 2mM) révélé par immunoempreinte avec un anticorps anti-
thiophosphate et anti-myc. 
H. Phosphorylation d’eIF2A en réponse au GSK621 (30µM, 2h) dans des HEK-293T transfectées 
par PERK WT, PERK muté sur les deux sites AMPK (PERK S438A T680A), ou par le vecteur 
vide (pCDNA3) 
I. Effet de l’inhibition de PERK (GSK 2656157 350nM, PERKi) sur l’activation de la voie ISR 
(P-eIF2A, ATF4, CHOP) et de l’autophagie (LC3B) par le GSK621 (30µM, 24h) dans la lignée 
MOLM-14. 
J. Effet de l’inhibition de PERK sur l’induction d’autophagie par le GSK621 dans la lignée 
MOLM-14. La quantité d’autophagosomes est mesurée par l’intensité de fluorescence de cellules 
exposées à la monodansylcadavérine (5µM, 30 min) en cytométrie en flux. 
K. Effets de l’inhibiteur de PERK (GSK 2656157, PERKi) à doses croissantes (0-1000nM) sur 
l’induction d’apoptose par le composé GSK621 (30µM, 48h) 






Effets	  antileucémiques	  de	  l’activation	  d’AMPK	  
  
Le rôle suppresseur de tumeur ou pro-oncogénique d’AMPK est l’objet de controverses, 
puisque certains travaux montrent clairement que l’activation d’AMPK permet aux cellules 
cancéreuses de survivre aux stress métaboliques (Jeon et al., 2012; Shackelford et al., 2013), 
alors que d’autres ont démontré que l’inactivation d’AMPK confère un avantage sélectif aux 
tumeurs (Faubert et al., 2013). Dans les LAM, mon laboratoire d’accueil a démontré le 
potentiel antileucémique de la metformine (Green et al., 2010), mais il est probable qu’une 
grande partie des effets de la metformine soit en fait indépendante de l’AMPK (Scotland et al., 
2013; Shackelford et al., 2013). Les travaux présentés ici reposent sur l’utilisation d’un 
activateur direct d’AMPK, dont les effets sont dépendent strictement de l’expression 
d’AMPK, comme nous l'avons démontré en invalidant la sous-unité catalytique d’AMPK par 
ARN interférence ou via le système CRISPR/cas9. Ces effets antileucémiques spécifiques ont 
été confirmés dans plusieurs modèles au cours du présent travail incluant cellules primaires 
humaines, lignées leucémiques humaines, cellules hématopoïétiques murines transformées, 
traitement in vivo de souris après xénogreffe d’une lignée leucémique humaine. 
 
Afin de tester le potentiel du GSK621 à éradiquer les cellules souches leucémiques (CSL), 
dont la résistance aux traitements explique les rechutes après chimiothérapie, nous avons 
réalisé des tests de clonogénicité itératifs avec des progéniteurs murins transformés par 
l’oncogène MLL-ENL, suivant un modèle bien établi établissant une corrélation entre 
potentiel clonogénique in vitro et quantité de CSL in vivo chez la souris (Yeung et al., 2010). 
Ce test suggère que le GSK621 pourrait permettre l’éradication des CSL, ce qui doit 
désormais être confirmé par des greffes successives d’échantillons primaires de LAM à des 
souris immunodéprimées suivant la méthodologie développée par l’équipe de J Dick (Bonnet 
and Dick, 1997). Ce travail sera mené en collaboration avec l’équipe du Dr Ivan Moura 
(Institut Imagine, Hôpital Necker, Paris). 
 
Le mécanisme de la mort cellulaire des cellules leucémiques que nous avons mis en évidence 
après exposition au GSK621 est original, puisqu’il nécessite à la fois l’exécution du 
programme d’autophagie et l’activation des caspases. En effet, l’inhibition de l’autophagie 
(par shARN anti ATG5 ou anti ATG7 ou par la chloroquine) ou l’inhibition des caspases (par 
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le qVD) protègent partiellement et de manière indépendante les cellules leucémiques de la 
mort induite par le GSK621. Les effets cytotoxiques du GSK621 ne répondent donc pas à la 
définition stricte de la mort cellulaire par autophagie (autophagic cell death) proposée par 
certains auteurs, qui réservent ce terme aux situations ou la mort cellulaire est indépendante 
de l’activation des caspases (Kroemer and Levine, 2008; Shen and Codogno, 2011). Ce 
phénomène de mort cellulaire par autophagie est probablement rare, mais il a été bien décrit 
dans le développement de l’intestin de drosophile (Denton et al., 2009), ou dans la mort 
induite par un inhibiteur de la synthèse du NAD (nicotinamide adénine dinucléotide) dans 
différents types d’hémopathies (Nahimana et al., 2009). La coopération des caspases et de 
l’autophagie conduisant à la mort cellulaire a également été bien décrite dans plusieurs 
modèles, tels que le développement des glandes salivaires de drosophile (Berry and 
Baehrecke, 2007). Dans les LAM, il aussi a été observé que le traitement par un agent 
photosensibilisant (la platonin) induisait une mort cellulaire dépendante de l’autophagie et des 
caspases (Chen et al., 2009).  
Enfin, il n’est pas exclu que d’autres voies moléculaires puissent contribuer à la mort 
cellulaire après activation de l’AMPK par le composé GSK621, ou à l’inverse être impliquées 
dans des mécanismes de résistance à ce composé. Afin de les identifier de manière non 
biaisée, nous avons produit la librairie lentivirale récemment décrite par Shalem et ses 
collègues de l’équipe de Feng Zhang (Broad Institute) permettant de cribler le génome par le 
système CRISPR/Cas9 (Shalem et al., 2014). Après avoir réussi les étapes d’infection 
lentivirale de la lignée MOLM-14 et d’extraction de l’ADN génomique, nous sommes 
actuellement en cours de mise au point du séquençage des guides ARN incorporés au génome 
après exposition au composé GSK621 ou à un placebo, en collaboration avec les plateformes 
de séquençage des Institut Cochin et Imagine (Paris 5) et avec l’équipe de bioinformatique de 
l’institut Imagine. 
 
Activation	  de	  la	  voie	  de	  réponse	  intégrée	  au	  stress	  (ISR)	  par	  AMPK	  
 
En explorant les mécanismes impliqués dans les effets antileucémiques produits par 
l’activation d’AMPK, nous avons mis en évidence une activation de la voie de réponse 
intégrée au stress (ISR pour integrated stress response) par le composé GSK621. L’examen de 
la littérature concernant les liens entre AMPK et voie ISR retrouve des données 
contradictoires, puisque certains auteurs ont montré une activation de la voie ISR par les 
biguanides (Quentin et al., 2012; Yang et al., 2013) dépendante de l’AMPK, alors que 
d’autres suggéraient que l’activation d’AMPK par l’AICAR (Terai et al., 2005) ou la 
 153 
metformine (Thériault et al., 2011) diminuait l’activation de la voie ISR. Cependant, ces 
résultats contradictoires peuvent probablement être expliqués par le manque de spécificité des 
outils utilisés pour activer AMPK, qui empêchaient donc de conclure définitivement.  
 
Les résultats que nous avons obtenus avec un activateur direct d’AMPK démontrent plus 
clairement l’activation de la voie ISR en aval d’AMPK. En effet, nous avons observé dans 
plusieurs modèles cellulaires que l’activation d’AMPK par le composé GSK621 entraîne une 
activation de la voie ISR attestée par la phosphorylation d’eIF2A (S52), une inhibition globale 
de la traduction et une induction de l’expression d’ATF4 et CHOP. De plus, nous avons pu 
démontrer le caractère spécifique de l’activation de la voie IRS par l’AMPK dans 2 modèles 
distincts. En effet l’exposition au composé GSK621 n’active pas la voie ISR dans les MEF 
AMPK KO ou encore dans les cellules leucémiques murines induites par l’expression de 
l’oncogène MLL-ENL dans des cellules hématopoïétiques issues de souris AMPK KO. Enfin, 
l’activation de cette voie n’est pas liée à un stress du réticulum endoplasmique, puisque les 
deux autres voies canoniques du système UPR (unfold protein response) ne sont pas activées 
après exposition au GSK621, alors qu’elles le sont bien par la thapsigargine. De plus, nous 
n’avons pas constaté en microscopie électronique d’aspect de dilatation du réticulum 
endoplasmique parfois décrit dans les cellules soumises à un stress du réticulum 
endoplasmique (Zode et al., 2011). 
 
Nos travaux préliminaires suggèrent qu’AMPK phosphoryle directement PERK, et que la 
phosphorylation d’au moins l’un des deux résidus S438 ou T679 est nécessaire à l’activation 
de la voie ISR en aval d’AMPK. Cependant, il semble nécessaire de démontrer plus 
rigoureusement ce lien moléculaire en complémentant des cellules PERK KO par les 
différents mutants des sites AMPK, pour s’affranchir de l’expression endogène de PERK. Nos 
tentatives de transfection des MEF PERK KO s’étant révélées infructueuses, nous 
envisageons deux stratégies différentes dans les cellules HEK-293T : inactivation de la forme 
endogène de PERK par le système CRISPR/Cas9 et transfection des mutants, ou mutagénèse 
par recombinaison homologue en utilisant le système CRISPR/Cas9 avec une forme inactivée 
de Cas9 (Ran et al., 2013). Il semble aussi nécessaire de mieux apprécier l’importance de 
PERK dans les effets cytotoxiques du GSK621 dans les LAM. L’inhibiteur chimique de 
PERK ayant une toxicité propre, nous envisageons de tester si l’inactivation de PERK par 
shRNA ou CRISPR/cas9 dans les lignées de LAM atténue les effets antileucémiques induits 
par l’activation d’AMPK. 
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Enfin, il n’est pas exclu que les autres kinases d’eIF2A soient impliquées dans l’activation de 
la voie ISR en aval d’AMPK. En particulier, GCN2 comporte de nombreux sites consensus 
d’AMPK conservés, et nous avons observé que les MEF GCN2 KO sont partiellement 
résistantes aux effets du GSK621.  
 
mTORC1	  et	  LAM	  :	  nouvelles	  perspectives	  thérapeutiques	  
 
Les résultats obtenus durant ce travail concernant les liens entre AMPK et mTORC1 dans les 
LAM nous ont conduits à remettre en question le concept d’addiction oncogénique à 
mTORC1 qui avait guidé nos recherches depuis quelques années.  
 
Rappelons que la rapamycine, qui est probablement l’inhibiteur le plus spécifique de 
mTORC1, a uniquement un effet antiprolifératif et n’induit pas d’apoptose dans les LAM 
(Récher et al., 2005; Tamburini et al., 2009). De ce fait, l’utilisation de la rapamycine en 
monothérapie dans les LAM s’est avéré décevant (Récher et al., 2005), même si l’association 
à la chimiothérapie pourrait présenter un intérêt (Park et al., 2013).  
 
Dans un premier temps, l’absence d’efficacité de la rapamycine ne nous a pas conduit à 
remettre en question l’hypothèse d’une addiction oncogénique des cellules de LAM à 
mTORC1, puisque cet agent n’inhibe que partiellement mTORC1 (Tamburini et al., 2009), et 
qu’il déclenche des mécanismes de résistance par activation de la voie PI3K (Chapuis et al., 
2010; Park et al., 2008). Ainsi, mon laboratoire d’accueil a étudié de nombreux agents 
conduisant à une inhibition de mTORC1, en concluant à un lien causal entre inhibition de 
mTORC1 et efficacité anti-leucémique. Cependant, la plupart de ces agents on également des 
effets sur d’autres cibles, qui peuvent expliquer tout ou partie de leurs effets. Ainsi : 
 
- l’AZD8055 inhibe non seulement mTORC1 mais également mTORC2 (Willems et al., 
2012), 
- la metformine conduit à une inhibition de mTORC1, mais ses effets antileucémiques 
sont probablement la conséquence du stress énergétique causé par l’inhibition de la 
chaîne respiratoire mitochondriale (Green et al., 2010; Scotland et al., 2013), 
- la L-asparaginase inhibe mTORC1 via la déplétion intracellulaire en leucine (Willems 
et al., 2013), mais ses effets sont probablement plutôt liés à la déplétion en glutamine 
qu’à l’inhibition de mTORC1 (Nathalie Jacque, données non publiées). 
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Les résultats expérimentaux obtenus durant mon travail de thèse nous conduisent à proposer 
un modèle alternatif. En effet, les résultats obtenus suite à l’invalidation de mTORC1 par 
ARN interférence anti-RAPTOR (article soumis figure 4E et Laury poulain, données non 
publiées) confirment que l’inhibition (même complète) de mTORC1 n’induit pas l’apoptose 
des blastes de LAM, remettant en cause le concept d’addiction oncogénique à mTORC1 dans 
les LAM. A l’inverse, nos travaux montrent que l’activation de mTORC1 est une condition 
essentielle aux effets cytotoxiques de l’activation d’AMPK par le composé GSK621. Ce 
phénomène de létalité synthétique explique que les cellules leucémiques ayant une activation 
constitutive de mTORC1 soient sensibles au GSK621, alors que les progéniteurs 
hématopoïétiques normaux ne le soient pas, leur niveau d’activation de mTORC1 étant plus 
faible.  
 
Cette relation de létalité synthétique entre AMPK et mTORC1 amène de nouvelles questions.  
 
Premièrement, nous n’avons pas observé dans les cellules leucémiques (lignées et cellules 
primaires, article soumis figure 4B) d’inhibition de mTORC1 en aval d’AMPK, comme cela 
avait bien été décrit dans d’autres modèles cellulaires en particulier dans des cellules HEK-
293T ou des MEF (Gwinn et al., 2008; Inoki et al., 2003b; Zhang et al.). Nous avions déjà 
observé des particularités dans la régulation de la voie mTORC1 dans les LAM, par exemple 
son indépendance vis à vis de la voie PI3K/Akt (Tamburini et al., 2008). De même, Dos 
Santos et collègues ont proposé de manière originale une régulation de mTORC1 en aval de la 
src kinase Lyn bien que dans ce système le mécanisme moléculaire reste inconnu (Dos Santos 
et al., 2008). Ces résultats suggèrent que les mécanismes moléculaires expliquant l’activation 
de mTORC1 dans les LAM sont probablement spécifiques. On peut espérer que les récentes 
avancées dans la compréhension des mécanismes d’activation de mTORC1 (ragulator, RAG, 
v-ATPase, GATOR) puissent apporter ici des éléments de réponse. 
 
Deuxièmement, l’induction d’autophagie en aval d’AMPK n’est pas médiée par l’inhibition 
de mTORC1, mais par la voie ISR. En effet, l’inhibition de la voie ISR par un inhibiteur de 
PERK diminue l’induction d’autophagie après exposition au GSK621. De plus, l’inhibition de 
mTORC1 (par la rapamycine ou par ARN interférence) non seulement n’induit pas 
d’autophagie dans les LAM, mais empêche l’induction d’autophagie par le GSK621 en 
empêchant l’activation complète de la voie ISR via le contrôle transcriptionnel d’ATF4. Ce 
résultat est inattendu vu les nombreux exemples de contrôle négatif de l’autophagie par 
mTORC1. Cependant, un autre modèle expérimental a été décrit dans lequel l’inhibition de 
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mTORC1 empêche l’induction d’autophagie après exposition à la thioguanine (Zeng and 
Kinsella, 2008).  
 
Troisièmement, l’activation constitutive de mTORC1 dans les LAM pourrait créer une fenêtre 
thérapeutique pour d’autres types d’agents. En effet, il a été montré dans d’autres types 
cellulaires que l’activation de mTORC1 sensibilise les cellules à la privation en glucose 
(Choo et al., 2010), au stress oxydatif (Thedieck et al., 2013), aux agents induisant un stress 
du reticulum endoplasmique (Ozcan et al., 2008), à l’inhibition du protéasome par le 
bortezomib (Babcock et al., 2013) ou à la privation en acides gras insaturés (Young et al., 
2013). Dans les LAM, nous pourrions envisager un crible chimique (Pabst et al., 2014) de 
lignées ayant ou non une invalidation de mTORC1 (par la rapamycine ou par shRNA anti- 
RAPTOR), afin de déterminer quels types d’agents peuvent être utilisés en tirant bénéfice de 
la fenêtre thérapeutique entre hématopoïèse normale et leucémique liée à l’activation de 




Malgré une action anti-leucémique certaine et un profil de tolérance encourageant lié au 
phénomène de létalité synthétique, le composé GSK621 ne pourra pas poursuivre un 
développement clinique. En effet, ce composé est très peu soluble, et les quantités de solvant 
(DMSO) que nous avons utilisées pour atteindre la dose de 30mg/kg chez les souris NUDE 
sont proches des doses maximales tolérables. De ce fait, même si la preuve de l’existence 
d’une fenêtre thérapeutique a été apportée dans cette expérience, il sera impossible de 
conduire des études de toxicologie poussées chez l’animal, prérequis indispensable avant 
d’envisager une utilisation chez l’humain. 
Toutefois, ce travail apporte la démonstration que l’activation spécifique d’AMPK représente 
une perspective thérapeutique dans les LAM. Plusieurs stratégies peuvent être envisagées, 
comme par exemple l’utilisation concomitante d’activateurs allostériques d’AMPK 
(metformine, AICAR) et d’activateurs directs (A769662, salicylate), puisqu’il a été démontré 
un effet synergique des activateurs d’AMPK agissant selon des mécanismes différents 
(Ducommun et al., 2014). Cette approche permettrait d’activer pleinement l’AMPK avec des 
doses relativement modérées de chaque activateur, limitant ainsi la toxicité potentielle. 
D’autres activateurs spécifiques d’AMPK étant actuellement développés dans le traitement du 
diabète - certaines de ces molécules ayant même complété les tests de toxicologie préalables à 
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des essais cliniques de phase I – notre objectif prioritaire est à présent de mettre en place 
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Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) représentent un groupe d’hémopathies malignes 
agressives, de pronostic sombre en dépit des traitements intensifs actuellement proposés. 
Malgré une grande hétérogénéité clinique et moléculaire, les cellules de LAM sont 
caractérisées par l’activation de voies de signalisation essentielles à leur prolifération et leur 
survie, comme par exemple celle du complexe mTORC1 (mammalian target of rapamycin 
complex 1). Cependant, l’utilisation clinique d’inhibiteurs tels que la rapamycine ou des 
inhibiteurs catalytiques s’est avérée décevante, ce qui suggère qu’il n’y a pas d’addiction 
oncogénique à mTORC1 dans les LAM. Au cours de ce travail, nous avons démontré que 
l’activation de mTORC1 est au contraire une condition nécessaire à l’induction de la mort 
cellulaire en réponse à l’activation d’AMPK (AMP-activated protein kinase), établissant une 
relation de létalité synthétique entre ces deux voies. 
 
Pour cela, nous avons utilisé un nouveau composé activateur spécifique d’AMPK, le GSK621. 
En invalidant la sous-unité catalytique AMPKα1 par ARN interférence ou par le système 
CRISPR/Cas9, nous avons démontré que les effets antileucémiques de ce composé sont bien 
dépendants de l’activation d’AMPK. Nous avons observé que ce composé favorise 
l’autophagie, et que ce processus est impliqué dans la mort des cellules leucémiques puisque 
l’inhibition des protéines ATG5 ou ATG7 a un effet protecteur sur les cellules leucémiques. 
Les effets antileucémiques du composé GSK621 ont été confirmés sur des cellules primaires, 
ainsi que sur un panel de vingt lignées de LAM, et dans un modèle murin de xénogreffe. De 
façon intéressante, l’activation d’AMPK pourrait également compromettre la survie des 
cellules souches leucémiques, comme en atteste l’atténuation du potentiel clonogénique en 
méthylcellulose de cellules murines transformées par MLL-ENL ou FLT3-ITD.  
 
Nous avons observé que le composé GSK 621 n’avait pas de toxicité envers les progéniteurs 
hématopoïétiques normaux, ouvrant ainsi une fenêtre thérapeutique intéressante. Comme 
l’activation d’AMPK conduit dans de nombreux modèles cellulaires à l’inhibition de 
mTORC1, et comme l’activation de mTORC1 est observée dans les cellules de LAM mais 
pas dans les progéniteurs hématopoïétiques normaux, nous avons proposé l’hypothèse que le 
niveau d’activation de mTORC1 déterminait les effets de l’activateur d’AMPK. Pour cela, 
nous avons inhibé mTORC1 dans les cellules leucémiques d’une part, et activé mTORC1 
dans les progéniteurs normaux d’autre part. De façon inattendue, mTORC1 échappe au 
contrôle d’AMPK dans les LAM, et nous avons observé que l’activation de mTORC1 est une 
condition nécessaire et suffisante pour que le composé GSK621 entraîne la mort des cellules. 
Le substrat moléculaire de cette létalité synthétique est le facteur de transcription 
proapoptotique ATF4, dont la transcription est favorisée par mTORC1, et la traduction par 
AMPK via la phosphorylation d’eIF2A. 
 
Ces travaux proposent donc que malgré l’absence d’addiction oncogénique, l’activation de 
mTORC1 dans les LAM représente une opportunité thérapeutique originale via une relation 
de létalité synthétique avec l’activation d’AMPK. Ils constituent un rationnel au 
développement clinique d’activateurs d’AMPK dans les LAM, voire dans d’autres cancers 
ayant une activation constitutive de mTORC1. 
